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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar se 0s ajustes
termorregulatorios induzidos pela estimulacdo colinérgica central durante o
exercicio fisico sdo mediados pelo barorreflexo arterial. Foram utilizados ratos
Wistar (250-350 g) com implante de canula guia no ventriculo cerebral lateral e
submetidos a desnervacao sino-aértica crénica (DSA) ou a cirurgia sham como
controle. A pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram
medidas por meio de um cateter implantado na aorta ascendente, e um sensor
implantado na cavidade abdominal foi usado para o registro da temperatura
corporal interna (T;). A temperatura da pele da cauda (T.) foi medida por meio
de um termossensor afixado nesta. Imediatamente antes do inicio do exercicio
(correr a 18m/min e 5% de inclinacdo até a fadiga) foi realizada uma injecédo icv
de fisostigmina (10 x 10°M) ou de salina (SAL; NaCl 0,15M). Durante o
exercicio, a injecdo de FIS aumentou a PAM (139 + 2 mmHg FIS-SHAM vs 124
+ 3 mmHg SAL-SHAM, P<0,05), a T, (30,846 °C FIS-SHAM vs 28,0+5 °C SAL-
SHAM, P<0,05) e atenuou os aumentos da FC (413 + 41 bpm FIS-SHAM vs
516 + 7 bpm SAL-SHAM, P<0,05) e T; (37,9 + 0,6 °C FIS-SHAM vs 38,6 +£ 1,0
°C SAL-SHAM; P<0,05). No grupo DSA a injecéo icv de FIS aumentou a PAM
(167 £ 12 mmHg FIS-DSA vs 126 + 4 mmHg SAL-DSA; P<0,05) e ndo alterou a
FC, T. e T;. Os ajustes termorregulatérios induzidos pela estimulacdo
colinérgica central durante o exercicio sdo mediados pelos barorreceptores

arteriais.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate if the effects of central cholinergic
receptors stimulation on thermoregulation, in untrained rats during exercise, is
mediated by arterial baroreceptors. The animals were anesthetized and fitted
with cannulae into the lateral cerebral ventricle. The rats were allowed to
recover from surgery and subsequently submitted to sinoaortic denervation
(Sad) or sham surgery. After recovery the animals were submitted to a new
surgical procedure, and a polyethylene catheter was implanted into the
ascendant aorta and a thermal sensor into the abdominal cavity. On the day of
experiments, tail skin temperature (Tw;), intraperitoneal temperature (Th) and
pulsatile arterial pressure were measured after the injection of 2 pL of
10 x 107 M physostigmine (Phy) or 0.15 M NaCl solution (Sal) into the cerebral
ventricle. During exercise, Phy-treated rats had a higher increase in mean blood
pressure (139 + 2 mmHg Phy-sham vs 124+3 mmHg Sal-sham; P<0.05) and
higher Ty (30,8 + 6 °C Phy-sham vs 28,0 + 5 °C Sal-sham; P<0.05). In
addition, Phy injection attenuated the exercise-induced increase in heart rate
(413 £ 41 bpm Phy-sham vs 516 + 7 bpm Sal-sham; P<0.05) and Tb (37,9 £ 0,6
°C Phy-sham vs 38,6+1,0 °C Sal-sham; P<0.05) compared with controls. In
sinoaortic denervated rats Phy injection increase blood pressure (167 + 12
mmHg Phy-Sad vs 126 + 4 mmHg Sal-Sad), however heart rate, Ty and Tb
responses not were different compared Sal injection. We conclude that the
termoregulatory adjustments induced by central cholinergic stimulation during

exercise are mediate by arterial baroreflex.
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1. INTRODUCAO

A fadiga aguda € a decisdo voluntaria do individuo de interromper ou
reduzir a intensidade de um exercicio fisico e representa um mecanismo de
protecdo, o qual evita que algum dos sistemas fisioldgicos atinja seu limite (42,
59).
Em funcéo das caracteristicas do ambiente no qual o exercicio é realizado, da
sua intensidade e duracgédo, os estimulos aferentes provenientes dos receptores
periféricos (0os quais sinalizam a intensidade das contragdes musculares, a
perfusdo tecidual, alteracbes na temperatura corporal, a composi¢cdo quimica
do sangue, a disponibilidade de substratos, dentre outros) sao
permanentemente processados no sistema nervoso central (SNC) de acordo
com a intensidade relativa do mesmo (59) e determinam a atividade da via
eferente que parte dos centros motores cerebrais até os mudsculos em

contracao. (Figura 1)

Fadiga aguda - modelo dos limites integrados

AMBIENTE

neuro-
—~| humoral | ™
~a | substratos
Cardio-
respiratério

enzimatico

Rodrigues e Sifami-Garcia (1998)
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Figura 1. Diagrama mostrando os principais sistemas fisiolégicos envolvidos no modelo
integrado e multifatorial de fadiga. As setas indicam as interferéncias reciprocas entre todos
os sistemas e a fadiga.

A fadiga ndo € determinada por um fator isolado, mas sim pela interacédo

dos ajustes ao exercicio no SNC (Figura 2).

Controle por retro-alimentag¢d&o no
sistemna motor

Aferente Eferente

e Mecono—recepfores;;

e Biomecdamica;

e Taxa metabdlica

!  Quimioreceptores
' muscular

Adap. de Lambert EV, Gibson SC, Noakes TD, 2005.

Figura 2. Integracé@o dos ajustes periféricos ao exercicio no sistema nervoso central.

Este conceito sugere que em diferentes situacbes de exercicio,
diferentes sistemas fisioldgicos podem determinar o desempenho. Assim o
estudo da fadiga envolve a andlise de fatores como o suprimento e deplecdo
dos substratos energéticos, ajuste neural do sistema cardiovascular,
recrutamento muscular e a economia do movimento (40, 42), sendo que a
relevancia de cada fator para o desempenho depende da intensidade e
duracdo do exercicio realizado. Durante o exercicio sub-maximo prolongado,
existem dados mostrando que dentre outros, dois fatores influenciando a
determinacdo da fadiga s&o, a capacidade do sistema cardiovascular em

manter o fluxo sangliineo muscular e coronariano adequado a intensidade do
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esforco e do sistema termorregulatério em dissipar o calor produzido, evitando
que a temperatura corporal atinja valores elevados (3, 4, 5, 8, 13, 16, 41, 43,
72).

Durante o exercicio fisico o sistema nervoso autdbnomo simpatico
(SNAS) é ajustado em funcdo da maior necessidade de perfusdo sanglinea
nos tecidos corporais e da necessidade de dissipar o calor produzido nos
musculos ativos. Esta modulacdo do SNAS durante o exercicio aumenta
simultaneamente a presséo arterial e a frequéncia cardiaca e estes ajustes
cardiovasculares integrados fornecem uma perfusdo sangiiinea adequada nos
musculos e aumentam a circulacdo nos vasos cutaneos, permitindo assim a
manutencdo da atividade fisica. Os ajustes autonémicos ao exercicio ocorrem
paralelamente a ativacdo dos centros motores (comando central) e a
magnitude destes ajustes é determinada pela intensidade relativa do exercicio
a ser realizado (76). A regulacdo do SNAS durante o exercicio fisico ocorre por
meio da modulagdo da neurotransmissdo em nucleos cerebrais especificos
localizados predominantemente na regido do hipotdlamo e do bulbo e por
mecanismos  periféricos  envolvendo a  atividade  aferente  dos
mecanorreceptores localizados nas paredes arteriais, termorreceptores
localizados na pele e visceras e por mecano- e metaborreceptores presentes
nos musculos esqueléticos (retro-alimentacao) (39, 76). Para suprir a maior
demanda energética nos musculos durante o exercicio fisico, ocorre aumento
da atividade simpatica para 0 coragcdo e vasos sanglineos viscerais,
aumentando o débito cardiaco e direcionando mais sangue para 0os musculos e
para a pele (48, 53, 64). Nos musculos ativos é bem estabelecido que o fluxo

sangiineo é regulado pela interacdo entre 0 aumento da atividade simpatica e
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dos fatores locais como 0 aumento da temperatura, acidez e concentracdo de
CO,. Entretanto, a regulacdo simpatica do fluxo sangiineo cutaneo durante o
exercicio ainda nido ¢ totalmente conhecida. E importante enfatizar que a
regulacdo do fluxo sanglineo neste territério vascular é determinada pela
interacdo entre os sistemas cardiovascular e termorregulatorio, portanto a
compreensao da regulacdo integrada do SNAS em funcdo destes dois
sistemas é fundamental.

Estudos prévios tém mostrado que a acetilcolina cerebral esta4 envolvida
na regulacdo do SNAS sobre o tdnus vasomotor da cauda (74). Durante o
exercicio a 80% do VOzmax, 0 bloqueio dos receptores colinérgicos do nucleo
ventromedial do hipotalamo (HVM), realizado por meio da injecéo bilateral de
metilatropina, inibe a dissipacao de calor através da vasodilatacdo da cauda de
ratos (principal mecanismo de dissipacdo de calor durante o exercicio [64, 77],
uma vez que a sudorese nao tem funcdo termoregulatéria nessa espécie).
Essa menor vasodilatacdo da cauda levou a uma maior taxa de acumulo de
calor corporal e antecipacdo da fadiga (74). Simultaneamente a inibicdo da
dissipacéo de calor, o bloqueio colinérgico no HVYM também modificou o pefrfil
temporal dos ajustes cardiovasculares antecipando o pico de pressao arterial
média (73). Em outro estudo do nosso laboratério, a estimulac@o colinérgica
central realizada por meio da injecao intracerebroventricular (icv) do agonista
colinérgico fisostigmina durante o exercicio levou a maior resposta de presséo
arterial ao exercicio e maior temperatura da pele da cauda resultando em
menor acumulo de calor corporal (50). A fisostigmina aumenta o tempo de acao
da acelilcolina quando liberada na fenda sinaptica uma vez que inibe a

atividade da acelilcolinesterase. Mesmo com uma menor taxa de elevacao da
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temperatura interna, o tempo total de exercicio apds a injecdo central de
fisostigmina néo foi diferente do controle, de acordo com o modelo dos limites
integrados. Foi encontrada também correlacdo positiva entre o aumento da
presséo arterial e a temperatura da pele, evidenciando a regulacdo integrada
da termorregulacdo e perfusdo tecidual durante o exercicio. Entretanto os
mecanismos pelos quais esta integracdo ocorre ainda nao foram
demonstrados.

Durante o exercicio o SNAS ajusta o sistema cardiovascular de forma
gue a pressao que perfunde os tecidos seja mantida em uma faixa adequada
(ponto de ajuste), que € determinada centralmente em funcdo da intensidade
do exercicio. Portanto toda a regulacao neural do sistema cardiovascular que
envolve a regulacdo da contratilidade cardiaca, cronotropismo e o grau de
constricdo nos grandes leitos vasculares ocorre para manter a pressao arterial
média em limites adequados (variavel controlada). Esta regulacdo ocorre por
mecanismos que envolvem receptores periféricos sensiveis as alteracbes de
pressao e do metabolismo nos musculos que tém sua atividade integrada com
nucleos cerebrais 0s quais controlam a atividade do SNAS (14, 60, 76).

O barorreflexo arterial € o principal mecanismo de regulacdo aguda da
presséao arterial (19, 61) e funciona como um mecanismo de retro-alimentacéo
(Figura 3).

Se a pressao arterial desvia da faixa de presséo arterial desejada para a
manutencdo do fluxo sanguineo tecidual, os barorreceptores localizados na
aorta e nas cardtidas sdo estimulados. Estes receptores sao sensiveis as
alteracbes mecanicas nas paredes dos vasos exercidas por aumentos ou

diminuicdes na presséo arterial. Os potenciais de acdo desencadeados pela
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estimulacdo dos barorreceptores sao carreados ao sistema nervoso central
(SNC) por meio do nervo vago e nervo glossofaringeo. O principal local de
integracdo da funcdo barorreflexa € o nucleo do trato solitario (NTS) localizado
no bulbo. Este nucleo funciona como um comparador, onde o valor de pressao
arterial adequado € contrastado com o valor real informado pelos

barorreceptores.

SNS
SNP
Ang Il
SNC SNC AVP Presséo arterial

Ponto de ajuste Comparador Respostas Variavel
controlada

' perturbagéo
Barorreceptores
H
HIPOTALAMO (Comando central) e
Metabo / mecanorreceptores
Musculares (periferia)
BVLR

./ NA DMV

N N )
/ Z y 4
Barorreceptores
Nucleo do SNC
trato Solitario

(NTS) (BULBO)

. Atividade
.. parassimpatica

‘
Atividade

Simpética
\. IML

Adaptado de Guyenet PG, 2006.

Figura 3. Mecanismo barorreflexo de regulacéo aguda da presséo arterial.

Do NTS existem projecdes para a regiao ventrolateral caudal e desta
para a regido ventrolateral rostral do bulbo, de onde partem projecdes para a
coluna intermediolateral da medula espinhal. Este é o principal local de origem

das fibras simpaticas na medula espinhal. Do NTS existem também projecdes
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para dois outros nucleos neuronais, nucleo ambiguo (NA) e dorso motor do
vago (DMV), que modulam a divisdo parassimpatica do SNA. A principal
eferéncia do reflexo € a modulagdo da atividade dos sistemas simpatico e
parassimpatico para o coracdo e vasos sanguineos (61).

O aumento da atividade simpética aumenta a freqiéncia cardiaca pela
inervacdo direta no nodo sinusal e também aumenta a forca de contracdo do
miocardio por meio da inervagdo direta do miocéardio. As artérias dos leitos
renais, esplacnicos e musculares sao inervadas pelo simpético, sendo que o
aumento da atividade do SNAS provoca vasoconstricdo destes vasos e a
diminuicdo da atividade provoca vasodilatagdo. Em repouso, 0 aumento de
pressao arterial é contraposto por bradicardia e dilatacdo arteriolar fazendo
com que a presséo arterial retorne ao valor do ponto de ajuste (61). Entretanto,
durante o exercicio a pressao arterial e a frequéncia cardiaca aumentam
simultaneamente e isso atraiu o foco de pesquisadores para a compreenséao da
participagdo do barorreflexo na regulacdo da presséo arterial durante o
exercicio (21, 25). A partir desses estudos, foi bem estabelecido que o ponto de
operacdo do reflexo é reajustado durante o exercicio a um maior valor de
pressdo de perfusdo, permitindo o aumento simultaneo da pressédo arterial e
frequéncia cardiaca (10, 61) (Figura 4).

O reajuste central do barorreflexo durante o exercicio ocorre no NTS. O
principal determinante deste reajuste € o controle por mecanismos de pré-
alimentacdo a partir do comando central associado a um controle por retro-
alimentagdo proveniente do reflexo pressor do exercicio bem como dos
barorreceptores cardiopulmonares, os quais sinalizam o volume central de

sangue (76). O ponto de operacao do reflexo é re-estabelecido de acordo com
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a intensidade do exercicio, quanto maior a intensidade o ponto de operagéo &
reajustado para um maior valor de pressao arterial. Contudo o reflexo continua
funcionando e se a pressado sangiinea aumenta acima deste limite, 0 aumento
€ contraposto pelo barorreflexo, ocorrendo atenuagdo do aumento da

frequéncia cardiaca induzido pelo exercicio (46, 61).

Mecano e Metaborreceptores

COMANDO CENTRAL ‘

Barorreceptores

PAM

Repouso Exercicio

v 1’ l Frequéncia de disparo @feréncias)

PAM
—
—_—
>

PAM ‘

Barorreceptores adrticos
e carotideos

Adaptado de Raven, PB et al., 2005.

Figura 4. Um modelo hipotético da integracdo neural associada com o reajuste do braco
vasomotor do barorreflexo arterial que ocorre do repouso para o exercicio. 1) O principal
determinante deste reajuste € o controle por pré-alimentag¢é@o que ocorre a partir do comando
central ativado, com o controle modulatdrio por retro-alimenta¢é@o a partir do reflexo pressor
do exercicio, bem como dos estimulos provenientes dos barorreceptores cardiopulmonares,
0s quais sinalizam o volume central de sangue. 2) O reajuste central restabelece a faixa de
operacdo do reflexo em funcdo da intensidade de exercicio, por meio do aumento da
atividade neural aferente dos barorreceptores arteriais, que é refletido pelo aumento na
presséo arterial. 3) Este reajuste e deslocamento do ponto de operagéo (o) para longe do
ponto central (e) para um posigdo de ganho reduzido resulta da integragdo dentro do nucleo
do trato solitario (NTS) e subseqiiente modulacdo do controle neural simpatico e
parassimpatico para a vasculatura e coracdo, respectivamente. 4) O deslocamento do ponto
de operacdo coloca o barorreflexo em um posicdo Otima para contrapor ao estimulo
hipertensivo durante o exercicio, como indicado pelas setas dentro das caixas. PAM,
presséo arterial média; SNS, atividade simpética; SNP, atividade parassimpatica.



19

O barorreflexo arterial €, portanto um mecanismo reajustado durante a
atividade fisica para permitir o aumento da frequéncia cardiaca e presséo
arterial.

A temperatura corporal interna € a resultante do balanco entre a
producéo e a dissipacdo de calor. A regulacdo da temperatura ocorre por meio
da modulacdo da atividade de nucleos hipotalamicos (39), os quais funcionam
de forma integrada como um termostato ajustado para manter a temperatura
corporal dentro de limites adequados de funcionamento das vias metabdlicas
(17). Estes nucleos ajustam a taxa de transferéncia de calor do interior do
corpo por meio da modulacdo do SNAS para os vasos da pele, modulando o
fluxo sangilineo periférico (48, 64). Estudos prévios tém mostrado que a
modulacdo da neurotransmissdo colinérgica central € um dos mecanismos
pelos o sistema termorregulatério € ajustado durante o exercicio. O estudo de
Rodrigues et al. (56) mostrou que a estimulacdo dos neurdnios colinérgicos
centrais realizada por meio da injecdo intracerebroventricular (icv) de
fisostigmina atenuou o aumento da temperatura corporal de ratos correndo a
20m/min em esteira rolante até a fadiga. Como a estimulacao colinérgica ndo
alterou o consumo de oxigénio (indice da producdo de calor) durante o
exercicio foi concluido que a estimulagdo colinérgica facilitou a dissipacéo.
Para testar a hipétese que a estimulacao colinérgica aumenta a dissipacéo de
calor Pires et al. (50) avaliaram o efeito da injecéo icv de fisostigmina sobre a
temperatura da pele da cauda de ratos em repouso e durante o exercicio.
Neste estudo foi demonstrado de fato que a injecdo icv de fisostigmina

aumenta a temperatura da pele da cauda de ratos em repouso quanto durante
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0 exercicio. E bem estabelecido que a inje¢do icv de fisostigmina e outros
agonistas colinérgicos provoca um pronunciado aumento de pressao arterial e
alteracdes de frequéncia cardiaca (1, 26). Portanto, no estudo de Pires et al.
(50) estas variaveis cardiovasculares foram medidas simultaneamente as
medidas das variadveis termorregulatorias. A injecdo icv de fisostigmina
provocou aumento exacerbado da pressao arterial em resposta ao exercicio
que foi seguido por atenuacdo do aumento da frequéncia -cardiaca.
Simultaneamente, a injecao de fisostigmina aumentou da temperatura da pele
da cauda, resultando em atenuacdo do aumento da temperatura corporal
interna. O mesmo padrdo temporal entre a resposta cardiovascular e
termorregulatoria ocorreu durante o repouso. A menor variagdo da frequéncia
cardiaca durante o exercicio e 0 maior fluxo sanguineo nos vasos periféricos
em resposta a um aumento exacerbado da pressédo arterial induzida pela
injecéo icv de fisostigmina caracteriza uma resposta barorreflexa, o que nos fez
hipotetizar que os efeitos da estimulacdo colinérgica central sobre a
termorregulacdo durante o exercicio sdo mediados pela maior estimulacao dos
barorreceptores arteriais.

De acordo com essa hipotese Taira (69) mostrou que a injecdo icv de
neostigmina aumenta a pressao arterial e diminui a freqiéncia cardiaca de
ratos em repouso. Para verificar se estas respostas sdo mediadas pela maior
estimulacdo dos barorreceptores, a estimulacao colinérgica central foi realizada
em ratos submetidos a desnervacéo sino-adrtica cronica durante o repouso. De
fato, o0 aumento da pressao arterial nos ratos desnervados foi maior quando
comparado aos animais intactos, entretanto a bradicardia foi bloqueada.

Existem dados mostrando também a participacdo dos barorreceptores arteriais
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no controle do fluxo sangliineo da cauda. Em ratos anestesiados, aumentos e
diminuigcBes progressivas na pressdo sangiinea na regido do seio carotideo
(area com grande densidade de barorreceptores) foram acompanhados por
diminuicBes e aumentos na frequéncia cardiaca. Os momentos onde ocorreram
0s menores valores da frequéncia cardiaca foram associados com maiores
valores da temperatura da pele da cauda, levando a diminuicdo da temperatura
corporal (78). O’Leary e Jonhson (45) verificaram que diminuicbes graduadas
na pressdo arterial de ratos nao-anestesiados foram acompanhadas por
diminuicbes graduadas na condutancia vascular da cauda. Além disso,
Jonhson e Gilbey (20) mostraram que a estimulacao do nervo aértico diminui a
atividade simpatica para a veia lateral e para a artéria ventral da cauda em
ratos anestesiados. Juntos, estes dados mostram que 0s ajustes
termorregulatorios em ratos anestesiados ou ratos em repouso sdo modulados
pelo barorreflexo arterial. Entretanto, até o presente momento néo € conhecido

se esta modulacdo ocorre durante o exercicio fisico.
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2. OBJETIVO
Verificar se durante o exercicio fisico, o barorreflexo arterial participa dos

ajustes termorregulatérios induzidos pela estimulagéo colinérgica central.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 250 e 350 g, provenientes
do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais em uma sala com temperatura
ambiente controlada em aproximadamente 26°C, sob um ciclo claro-escuro de
14-10 h (5:00 — 19:00), com acesso a racao granulada (Nuvilab CR-1) e 4gua

ad libitum.

3.2 Cuidados éticos

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais. (Protocolos n°® 97/2006 e

134/2007)

3.3 Delineamento experimental

Cinglenta e quatro animais separados em oito grupos distintos foram
utilizados para a medida das variaveis. Nao houve pré-selecdo dos animais. A
escolha do numero de animais por grupo foi baseada em estudos anteriores de
nosso laboratério que utilizaram protocolos experimentais semelhantes aos
adotados no presente projeto (50, 52, 65, 74).

O estudo consistiu da realizacdo de trés situacdes experimentais. Na
primeira situacdo as variaveis cardiovasculares e termorregulatorias foram
medidas durante o exercicio ap0s a injecdo icv de fisostigmina em trés

diferentes concentracdes. A realizacao desta situagao teve por objetivo verificar
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se os efeitos da estimulacdo colinérgica central sdo dose-dependentes e na
sequéncia encontrar uma concentracdo do anti-colinesterasico que provocasse
um efeito evidente sobre a termorregulacdo sem modificar a capacidade do
animal em realizar o exercicio.

Na segunda situacdo experimental as variaveis cardiovasculares e
termorregulatorias foram medidas em ratos submetidos a desnervagdo sino-
aortica cronica e em ratos submetidos a cirurgia ficticia como controle (CON). A
realizagéo desta situagdo experimental teve como objetivo avaliar os efeitos da
atividade aferente dos barorreceptores sobre o0s ajustes termorregutorios
induzido pelo exercicio.

Na terceira situacdo experimental os ratos submetidos a desnervacéo
sino-adrtica ou cirurgia ficticia foram submetidos a injecéo icv de fisostigmina
na concentracéo de 10 x 10° M e ao exercicio. A concentragdo de fisostigmina
foi escolhida a partir dos experimentos realizada na primeira situacéo
experimental. A realizacdo desta terceira situacdo destinou-se ao objetivo
central do presente estudo, avaliar se os efeitos da estimulacdo colinérgica

central sobre a termorregulacéo sdo mediados pelo barorreflexo.

3.4 Procedimentos cirdrgicos

Implante Desnervacdo |Familiarizagdo| Implante de

de canula sino-adrtica | ao exercicio cateter na
icv aorta e sensor

de temperatural

N NF N~ N~ N~

Experimentos

Tempo (dias)

Figura 4. Linha temporal representando a sequéncia da realizagdo dos procedimentos
cirdrgicos.
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3.4.1 Implante de canula guia no ventriculo cerebral lateral direito (icv)

Para realizar a estimulagdo dos neurbnios colinérgicos centrais foi
implantada uma canula guia no ventriculo cerebral lateral direito (33, 34, 50,
52). A canula guia foi fabricada a partir de uma agulha (0,70x25 mm, 22G, BD
Industrias Cirargicas Ltda, PR, Brasil) com comprimento de 16 mm. Os animais
foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina e foram fixados a
um esterotaxico para animais de pequeno porte (Insight Equipamentos —
modelo ETX3/99, SP, Brasil). Apos depilagédo e assepsia da porgao superior da
cabeca, foi realizada uma inciséo longitudinal da pele e do tecido subcutaneo.
Em seguida, o peridsteo foi afastado com o auxilio de xilocaina com
vasoconstritor (solucdo de cloridrato de lidocaina 2% e de adrenalina
1:200000). Foram entdo realizados, por meio de uma broca odontoldgica,
(Maxi-Oto, Brasil) dois furos no cranio do animal para a fixacao de parafusos de
relojoeiro. O implante da canula guia no ventriculo cerebral lateral direito foi
realizado de acordo com as coordenadas do Atlas de De Groot (1959): 1,5 mm
posterior ao bregma (antero-posterior); 2,5 mm a partir da linha mediana
(latero-lateral); 3,0 mm a partir da dura-mater. A canula guia foi ancorada aos
parafusos e fixada a calota craniana por meio de cimento odontolégico auto-
polimerizavel (Dental Vip, SP, Brasil). A canula guia foi conectada a uma pipeta
contendo solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) por meio de um tudo de polietileno
(PES0, Portex Limited, Inglaterra). O correto posicionamento da canula guia no
ventriculo lateral foi verificado pela queda na coluna de liquido dentro da
pipeta, técnica desenvolvida por Antunes-Rodrigues e Mccann em 1970. Esta
técnica permite confirmar o correto posicionamento da canula guia no momento

da cirurgia. Entretanto, em nosso estudo anterior (50), para garantir que a
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técnica de Antunes-Rodrigues e Mccann foi executada corretamente, ndés
realizamos a verificacdo histolégica do posicionamento da canula guia em um
grupo sete animais. Em cem por cento dos animais a canula guia foi
posicionada corretamente. No presente estudo, o implante de canula icv foi

realizado nos grupos da primeira e terceira situagdes experimentais.

3.4.2 Desnervacao crénica dos barorreceptores aérticos e carotideos (DSA)

Sob efeito anestésico de uma mistura de Ketamina (116 mg/kg de
massa corporal, i.p.) e Xilazina (5,75 mg/kg de massa corporal, i.p.), 0s animais
foram submetidos a DSA segundo o método descrito por Krieger (24). Foi
realizada uma incisdo na linha média na regido ventral do pescoco e 0s
musculos esternocleidomastéideos e omoidideos foram rebatidos lateralmente
para expor as artérias cardtidas comuns. Os ganglios simpaticos cervicais
superiores foram seccionados bilateralmente e os nervos laringeos superiores
também foram seccionados para eliminar qualquer filamento remanescente do
nervo aértico. As fibras e tecidos conectivos ao redor da bifurcacao das artérias
carétidas foram retirados e ambos os lados foram pincelados com uma
pequena quantidade de fenol a 10% dissolvido em etanol absoluto. O fenol é
uma substancia neurotoxica que destréi os barorreceptores da regido pincelada
(Figura 5).

Apls a cirurgia, 0s animais receberam inje¢cbes intramusculares de
pentabidtico veterinario (Fort Dodge., Campinas, SP, Brazil) (24000 Ul no
volume de 0,1 mL por pata traseira) com o objetivo de prevenir infecgcdes e uma
injecdo subcutanea de Banamine (1,1 mg/kg de massa corporal) como

analgésico.
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Figura 5. Diagrama esquematico mostrando a localizagdo dos nervos do
seio carotideo e nervo depressor aértico e os locais nos quais eles séo
seccionados.

3.4.3 Implante de cateter na aorta ascendente

Para o registro da presséo de pulsatil foi implantado um cateter na aorta
ascendente via artéria carétida esquerda. O cateter utilizado foi confeccionado
com tubos de polietileno de diametros (PE50 e PE10) e comprimentos
diferentes (7 e 4 cm) soldados por aquecimento. O cateter foi preenchido com
salina heparinizada, constituida de 0,1 mL de heparina sédica 25000UlI
(Liguemine®, Roche, RJ, Brasil) em 20 mL de salina, para evitar obstrucdo da
sua luz e uma de suas extremidades foi ocluida com um pino de aco. Para o
implante do cateter os animais foram anestesiados com uma mistura de
Ketamina (116 mg/kg de massa corporal, i.p.) e Xilazina (5,75 mg/kg de massa

corporal, i.p.). Apos a depilacdo da regido do pescoco foi feita uma incisdo de
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aproximadamente 0,7 cm neste local, possibilitando o acesso a artéria carotida
esquerda. Foi feita uma incisdo na artéria e o cateter foi inserido na aorta
ascendente (3 cm a partir da incisdo). Apdés a depilacdo da regido cervical
dorsal do animal o cateter foi exteriorizado na regido cervical e fixado a pele
por meio de um fio de sutura, permitindo livre movimentacao do animal (50). O

cateter foi lavado e preenchido diariamente com salina heparinizada.

3.4.4 Implante de sensor para a medida da temperatura intraperitoneal
Imediatamente apdés o implante do cateter na aorta, foi realizado o
implante de um sensor de temperatura na cavidade peritoneal (Mini-Mitter,
Sunriver, OR, EUA, série 3000 VMFH, massa de 2,2 g) para medida da
temperatura corporal interna por telemetria. O sensor foi inserido na cavidade
peritoneal por meio de uma inciséo ventral de aproximadamente 2 cm, seguida
de outra incisdo na linha Alba do musculo reto abdominal, possibilitando o
acesso a cavidade peritoneal. Apos a insercao do sensor, o0 musculo abdominal

e a pele foram suturados (22, 28, 29).

3.4.5 Confirmacao da DSA

Para a confirmacédo da desnervacado sino-adrtica crbnica, a sensibilidade
do barorreflexo foi testada por meio da infusdo intra-venosa de substancias
vasoativas. Para isso, ao término dos experimentos, os animais foram
anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina e foi implantado um
cateter na veia jugular direita para a infusdo das drogas: 1- 2,5 pug/mL de
fenilefrina (agonista a-adrenérgico) em 0,1 mL de salina fisiologica e seguida

da infusédo de 2,5- 5 ug/mL de nitroprussiato de sédio (doador de éxido nitrico)
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em 0,1 mL de salina. A infusdo i.v. de fenilefrina e nitroprussiato de sodio nas
concentragbes acima mencionadas provocam respectivamente aumentos e
diminuicOes de presséao arterial acima de 25 mmHg em ratos intactos (2, 9, 37,
70), causando bradicardia e taquicardia acima de 50 batimentos por minuto.
Foram considerados desnervados os ratos nos quais ocorreu uma atenuacao
maior que 80% das repostas reflexas da frequéncia cardiaca induzidas por
alteracOes da pressao arterial em resposta a infusdo das drogas vasoativas.
Esta é uma resposta esperada em ratos submetidos a DSA segundo Franchini
e Krieger (12). A efetividade do procedimento de desnervagao no presente

estudo foi de setenta e cinco por cento.

3.5 Familiarizacdo ao exercicio na esteira rolante

ApOs a recuperacdo da DSA, os animais foram familiarizados a correr
em uma esteira rolante para pequenos animais (Columbus Instruments, OH,
EUA, Modular Treadmill) a uma velocidade constante de 18 m/min e inclinagao
de 5%, 5 minutos por dia. A familiarizacdo foi realizada durante 5 dias
consecutivos e os ratos foram estimulados a correr por meio de uma corrente
elétrica leve sempre que tocavam ou permaneciam sobre a grade de estimulo
elétrico (0,5 mA; 0,5 mV) localizada na parte posterior da esteira. Essa
intensidade de exercicio corresponde a aproximadamente 65% VOzmax (68). A
familiarizacao foi realizada em um ambiente com temperatura seca de 26° C e
umidade relativa do ar de 60%. Durante o periodo de familiarizacdo, os ratos
correram com um termossensor (Yellow Spring Instruments - YSI) afixado na
cauda. O objetivo da familiarizagcdo foi mostrar aos animais em qual direcéo

correr e que estes se adaptassem ao ambiente do experimento.
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3.6 Exercicio Fisico e determinacdo da fadiga

No dia dos experimentos, os animais foram submetidos a um exercicio
continuo com velocidade constante de 18m/min e inclinagdo de 5%, mesma
intensidade que aquela utilizada durante a familiarizagdo. O critério para
determinar a fadiga foi a permanéncia do animal sobre a grade de estimulo
elétrico por mais de 10 segundos, o0 que demonstra a incapacidade de manter a
intensidade de exercicio pré-estabelecida. Este critério de determinacdo da
fadiga tem sido adotado em estudos do nosso laboratorio (33, 34, 50, 66, 67,

74).

Figura 7. Esteira para pequenos animais. A seta amarela mostra a grade de estimulo elétrico.

3.7 Injecéo no ventriculo cerebral lateral direito

A estimulacdo dos receptores colinérgicos foi realizada por meio da
injecdo de 2 pL de solucéo de fisostigmina (5 x 10 M [Grupo Fis 5], 10 x 10
M [Grupo Fis 10] ou 40 x 10 M [Grupo Fis 40]) (Sigma, St. Louis, EUA) e o

controle foi realizado por meio da injecdo de NaCl (0,15 M [Grupo Sal]). As
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injecbes foram realizadas usando-se uma seringa (Hamilton Company,
Nevada, EUA) de 5 pL conectada com PE10 a uma agulha injetora com 16,3
mm de comprimento. A injecdo foi realizada durante 2 minutos para evitar o

aumento da pressdao hidrostética.

3.8 Protocolo experimental

Nos dias dos experimentos os ratos foram retirados do biotério,
transportados em gaiolas individuais e pesados em uma balanca eletronica
(Filizola) com precisédo de 0,5 g. Apos esse procedimento, os animais foram
levados a camara ambiental e uma conexdo de polietileno (PE50) preenchida
com salina heparinizada foi conectada ao cateter arterial. A outra extremidade
da conexao foi conectada ao transdutor de presséo, possibilitando a aquisicdo
dos dados. Na sequéncia foi fixado um termossensor na base cauda do animal
e este foi colocado dentro da caixa da esteira para o registro das variaveis
durante pelo menos 30 minutos em repouso, tempo necessario para a
obtencdo dos valores basais das varidveis a serem medidas. O registro da
temperatura interna foi realizado a cada minuto, sendo que a placa receptora
dos sinais provenientes do sensor de temperatura inserido no abdémen do
animal foi colocada ao lado da esteira. Terminado o periodo de repouso, 0s

animais foram submetidos ao exercicio até a fadiga. (Figura 8)

Medida da presséo pulsatil,
Temperatura da pele e
Temperatura intraperitoneal

Conexdo do| Fixagao do RepOUSO Exercicio
Retirada | cateter ao [Termossensor na Esteira 18m/min;
do biotério | transdutor | na cauda 5% de inclinac&o
de presséo ~65% VO, .. fadiga
Injecdo
cv
| .
Tempo (min) -50 -40 =35 =30 2 0 Fadiga
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Figura 8. Linha temporal representativa dos experimentos.

Obs.: Nas trés situacBes experimentais 0 mesmo protocolo experimental foi adotado,
entretanto na segunda situacdo experimental ndo houve a injecao icv.

3.9 Medida dos parametros cardiovasculares
3.9.1 Pressao arterial pulsatil

A pressao arterial pulsatil foi medida continuamente durante o exercicio
por meio de do cateter implantado na aorta e conectado ao transdutor de
pressdo que, por sua vez, foi conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(Biopac System Inc., modelo MP100ACE, Santa Barbara, CA, EUA). O
transdutor de pressao foi calibrado previamente a todos os experimentos e foi
posicionado ao lado da esteira, na altura do coracdo do rato. As variaveis
cardiovasculares - frequéncia cardiaca, pressao arterial média, presséo arterial
sistélica e pressao arterial diastolica - foram calculadas a partir do registro da

presséao arterial pulsatil via software (Acknowledge 37.0).

3.10 Medida dos parametros termorregulatorios

3.10.1 Temperatura da pele da cauda

A temperatura da pele da cauda do rato foi medida utilizando-se um
termossensor (Yellow Spring Instruments - YSI, Dayton, EUA, modelo 409B)
acoplado a um teletermdémetro de temperatura (YSI, modelo 400A). O sensor
foi posicionado na porcéo lateral a 2 cm da base da cauda utilizando-se um
esparadrapo impermedvel. A temperatura da pele da cauda foi utilizada como

um indice do fluxo sangulineo cutaneo (32, 52).
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3.10.2 Temperatura intraperitoneal

Sensores de temperatura (Mini-Mitter, Sunriver, EUA, modelo TR3000
VM-FM), pesando 2,2 g e contendo uma bateria de litio (3-V lithium), foram
utilizados para a medicao da temperatura intraperitoneal. Para a calibracédo dos
sensores, estes foram colocados em um Becker preenchido com 50 mL de
agua a 45° C e, a medida que a temperatura da agua diminuia, as freqiiéncias
emitidas pelo mesmo eram registradas. Quando a diferenca da frequéncia
emitida pelo sensor e os valores fornecidos pelo fabricante foi superior a 5%, a
calibragem armazenada no software foi alterada.

O sensor de temperatura € um capacitor oscilatério de resisténcia
simples, cujo valor da resisténcia € dependente da temperatura. A freqiiéncia
de saida dos pulsos digitais provenientes dos sensores esta entre 297 - 713
KHz. Os pulsos foram captados por uma placa receptora AM (modelo RA 1000
TH, Mini Mitter Co.) posicionada proxima ao rato, sendo enviados na sequéncia
para um decodificador. Este repassou as informagdes para um software (Vital
View, Mini-Mitter) que armazenou os dados. A temperatura intra-peritoneal foi

considerada um indice da temperatura corporal interna.

3.11 Tempo total de exercicio
O tempo total de exercicio (TTE), em minutos, correspondeu ao intervalo
entre o inicio do exercicio e 0 momento em que os ratos entraram em fadiga. A

medida foi realizada utilizando-se crondbmetro com precisao de 0,01 segundos.
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3.12 Medida das variaveis de controle
3.12.1 Massa corporal dos animais

A massa corporal dos animais foi registrada diariamente e a variagao
desta representa um indice do estado de saude e de hidratacéo dos ratos (54).
Os animais foram pesados antes da realizacdo de cada experimento e o valor

foi registrado.

3.11.2 Temperatura ambiente

A temperatura ambiente foi mantida em 26° C e a umidade relativa do ar
em 60% por uma camara ambiental (Russels Technical Products WMD 1150-5,
Holland, Ml).

3.11.3 Temperatura no interior da esteira
A temperatura seca no interior da esteira foi medida a cada minuto de
exercicio, utilizando-se uma sonda (YSI, modelo 401) posicionada na parte

superior da esteira e acoplada a um teletermémetro de temperatura.

3.13 Variaveis calculadas
3.13.1 Taxa de elevacdo da temperatura corporal
A taxa de elevacdo da temperatura corporal nos ratos foi calculada por meio da
férmula proposta por Gordon (17):
TET = ATinreria
Tempo
sendo:

TET = Taxa de elevacdo da temperatura corporal,
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AT\nTerna = Variacdo da temperatura interna entre o fim e o inicio do intervalo
de tempo pré-estabelecido (° C);

Tempo = intervalo da medida (min);

3.14 Eutanésia dos animais
Apos o ultimo dia de experimentos, 0s animais foram eutanasiados por meio de
uma dose letal de pentobarbital sodico (100 mg/kg de massa corporal, via intra-

venosa).

3.15 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ erro padrdo da média. O teste
t foi utilizado para comparar o tempo de exercicio até a fadiga, valores basais
das variaveis cardiovasculares e termorregulatérias, area sob a curva e a taxa
de elevacado da temperatura corporal entre 0s grupos experimentais, bem como
para a comparacdo dos valores das variaveis de controle. As variacées dos
parametros cardiovasculares e termorregulatérios ao longo do tempo de
exercicio na primeira e segunda situacdes experimentais foram analisadas por
meio de ANOVA - two way com medidas repetidas. Quando foi verificada a
diferenca na variancia entre 0s grupos experimentais, os dados foram
submetidos ao teste post-hoc Student-Newmann-Keuls. Na terceira situacéo
experimental, onde cada animal foi controle de si proprio para as situacfes
salina e fisostigmina, as variacbes dos parametros cardiovasculares e
termorregulatérios ao longo do tempo de exercicio foram analisadas por meio
de ANOVA com parcelas subdividas. Os ratos e as injecdes representaram as

parcelas, enquanto o tempo de exercicio representou as sub-parcelas. Quando
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foi verificada a diferenga na variancia entre as duas situagdes experimentais,
os dados foram submetidos ao teste post-hoc das diferencas minimas

significativas. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Efeitos da injecao icv de fisostigmina, em trés diferentes
concentracdes, sobre os ajustes cardiovasculares e termorregulatérios

induzidos pelo exercicio.

4.1.1 Tempo total de Exercicio

A figura 9 mostra os valores médios do tempo total de exercicio apds as
injecBes de fisostigmina ou de salina no ventriculo cerebral lateral direito. As
injecdes de fisostigmina nas concentragées de 5 x 10° M ou 10 x 10° M nao
modificaram o tempo de exercicio até fadiga quando comparadas a injecédo de
salina. J& a injecdo de fisostigmina na concentracéo de 40 x 10 M antecipou o
momento da fadiga em 79% (P < 0,001). Os ratos controles correram 52 + 5
min, enquanto os ratos injetados com fisostigmina 40 x 10> M correram 11 + 1
min. E importante enfatizar que nesta primeira situacdo experimental do
presente estudo cada rato foi submetido a dois experimentos em ordem
randomizada, em um dos experimentos foi realizada a injecéo icv de FIS 5, FIS
10 ou FIS 40 e no experimento seguinte os animais foram submetidos a injecédo
icv de SAL como controle. Apds o término dos experimentos com cada
concentragdo do anti-colinesterasico os dados dos experimentos controles
foram agrupados formando um grupo de vinte animais (trés registros foram
excluidos devido a problemas de sinal na coleta dos dados de temperatura

intraperitoneal e pressao pulséatil). Este procedimento foi realizado para facilitar

a visualizacdo dos dados e a aplicacao dos testes estatisticos.
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4.1.2 Parametros cardiovasculares

A tabela 1 mostra os valores pré-exercicio dos parametros

cardiovasculares e da massa corporal dos grupos Fis 5, Fis 10, Fis 40 ou Sal.

Tabela 1. Valores pré-exercicio dos pardmetros cardiovasculares e massa corporal
dos ratos dos grupos Fis 5, Fis 10, Fis 40 ou Sal.

Salina(n=20) FIS5(n=8) FIS10(n=10) FIS40 (n=5)

Massa corporal (g) 296 + 6 287 +9 289+9 317 +6
pressao (""r;tﬁ]ta@'j) 121+ 2 117 + 2 1251+ 4 119+ 6
tatolica (mmrig) 1002 95 + 2 100 +3 %+ 8

zrgjizéfm?;tf,g?' 111+ 2 106 + 2 111+ 3 109 + 6
Frequencia 367 +8 363 + 13 374+ 13 386 + 14

cardiaca (bpm)

As variaveis foram medidas durante 30 minutos pré-exercicio com 0s animais na
esteira. Os valores apresentados referem-se ao Ultimo minuto desse periodo,
imediatamente antes da injecdo icv. Os dados expressam media = EPM.

A figura 10 mostra as variacdes das pressdes arteriais sistolica,
diastélica e média induzidas pelo exercicio até a fadiga em ratos apos as
injecdes icv de fisostigmina ou de salina.

O exercicio aumentou as pressdes arteriais, sistolica (PAS), diastolica
(PAD) e média (PAM), dos quatro grupos de animais a partir do primeiro minuto
de exercicio e estas permaneceram elevadas até o momento da fadiga. Os
aumentos de PAS, PAD e PAM foram maiores no grupo FIS 5 quando
comparado ao grupo salina (SAL) (A31 + 6 mmHg FIS 5 vs. A18 + 2 mmHg SAL,

PAS; A18 + 5 mmHg FIS 5 vs. A10 + 1 mmHg SAL, PAD; A27 + 4 mmHg FIS 5 vs. A
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13 + 1 mmHg SAL, PAM; aos 5 min). J& os aumentos de PAS, PAD e PAM no
grupo FIS 10 foram maiores quando comparado ao grupo FIS 5 e SAL (A33+3
mmHg FIS 10 vs. A24 + 5 mmHg FIS 5, PAS; A27 + 3 mmHg FIS 10 vs. A15 + 4
mmHg FIS 5, PAD; A32 + 2 mmHg FIS 5 vs. A 21 + 3 mmHg FIS 5, PAM; aos 10
min). Além disso, os aumentos de PAS, PAD e PAM no grupo FIS 10 foram
mais prolongados em relacdo ao controle quando comparados ao grupo FIS 5
(15 min FIS 10 vs 8 min FIS 5, PAS; 17 min FIS 10 vs 8 min FIS 5, PAD; 18 min
FIS 10 vs 12 min FIS 5, PAM). Os aumentos de PAS, PAD e PAM no grupo FIS
40 nao foram diferentes daqueles dos grupos FIS 10 e FIS 5. No momento da
fadiga ndo houve diferencas entre nos valores de PAS, PAD e PAM entre
grupos experimentais.

As barras na parte direita dos painéis mostram a area sob a curva dos
25 minutos iniciais de exercicio nos grupos FIS 10, FIS 5 e SAL. A reducédo de
79% no tempo de exercicio até a fadiga nos animais do grupo FIS 40
impossibilitou o calculo da area sob a curva durante os 25 minutos iniciais de
exercicio, pois os ratos correram em média apenas 11 minutos. As areas sob a
curva da PAS, PAD e PAM foram maiores nos grupos FIS 10 e FIS 5 quando
comparadas ao grupo SAL (643 + 44 mmHg-min FIS 10; 556 + 89 mmHg-min FIS 5
vs 405 + 39 mmHg-min SAL, PAS, P < 0,05; 501 + 61 mmHg-min FIS 10; 384 + 63
mmHg-min FIS 5 vs 250 + 34 mmHg-min SAL, PAD, P < 0,05; 596 + 48 mmHg-min
FIS 10; 490 + 64 mmHg-min FIS 5 vs 319 + 27 mmHg-min SAL, PAM, P < 0,05). As
areas sob a curva da PAS, PAD e PAM nao foram diferentes entre os grupos

FIS 10 e FIS 5.
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Figura 10. Efeito da injecdo (icv) de fisostigmina sobre a variacdo da
pressao arterial sistélica (A), pressdo arterial diastélica (B) e pressdo
arterial média (C) de ratos durante o exercicio realizado até a fadiga (18
m/min e inclinacdo de 5%). As barras na parte direita dos painéis
representam a area sob a curva (ASC) das varidveis durante os 25
minutos iniciais de exercicio. As barras horizontais representam o tempo
total de exercicio até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo mostra o
valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os valores expressam
média + EPM. + P < 0,05 em relagdo ao minuto zero. * P < 0,05 FIS 5 vs
SAL.#P <0,05FIS10vs SAL..$P <0,05FIS10vs FIS5. 8 P <0,05FIS
10 e FIS 5 vs SAL
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A figura 11 mostra os valores das variacdes da freqiéncia cardiaca
durante o exercicio até a fadiga nos ratos apos as injecoes de fisostigmina ou
de salina.

O exercicio aumentou a frequiéncia cardiaca (FC) dos quatro grupos de
animais a partir do primeiro minuto de exercicio e permaneceu elevadas até o
momento da fadiga. O aumento de FC foi menor no grupo FIS 5 quando
comparado ao grupo (SAL) (A84 + 17 bpm FIS 5 vs. A126 + 9 bpm SAL; aos 5
min). Ja& o aumento de FC no grupo FIS 10 foi menor quando comparado ao
grupo FIS 5 e SAL (A41 + 20 bpm FIS 10 vs. A84 + 17 bpm FIS 5 vs. A126 + 9 bpm
SAL; aos 5 min). Além disso, a atenuagdo do aumento de FC no grupo FIS 10
foi mais prolongado em relagcdo ao controle quando comparado ao grupo FIS 5
(23 min FIS 10 vs 12 min FIS 5). A atenuacdo do aumento de FC no grupo FIS
40 nao foi diferente daquele dos grupos FIS 10 e FIS 5. No momento da fadiga
nao houve diferencas entre nos valores de FC entre grupos experimentais.

As barras na parte direita do painel mostram a &rea sob a curva de FC
dos 25 minutos iniciais de exercicio nos grupos FIS 10, FIS 5 e SAL. A area
sob a curva da FC foi menor nos grupos FIS 10 e FIS 5 quando comparada ao
grupo SAL (1280 + 428 bpm-min FIS 10; 2211 + 250 bpm-min FIS 5 vs 2831 + 173
bpm-min SAL, PAS). A area sob a curva da FC nao foi diferente entre os grupos

FIS 10 e FIS 5.
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Figura 11. Efeito da inje¢édo icv de fisostigmina (FIS) sobre a variagao da frequiéncia cardiaca
de ratos durante o exercicio realizado até a fadiga (18 m/min e 5 % de inclina¢éo). As barras
na parte direita dos painéis representam a area sob a curva das variaveis durante os 25
minutos iniciais de exercicio. As barras horizontais representam o tempo total de exercicio até
a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo mostra o valor médio correspondente ao momento da
fadiga. Os valores expressam média £ EPM. + P < 0,05 em relagdo ao minuto zero. * P < 0,05
FIS 5x10° vs SAL. # P < 0,05 FIS 10 x10°® vs SAL. $ P < 0,05 FIS 10 x10° vs FIS 5 x10°. § P
< 0,05 FIS 10 x10° e FIS 5 x10™° vs SAL.
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4.1.3 Parametros termorregulatérios

A tabela 2 mostra os valores pré-exercicio dos parametros termorregulatérios

dos grupos dos grupos Fis 5, Fis 10, Fis 40 ou Sal.

Tabela 2. Valores pré-exercicio dos parametros termorregulatorios dos ratos dos
grupos Fis 5, Fis 10, Fis 40 ou Sal.

Salina(n=20) FIS5(n=8) FIS10(n=10) FIS 40 (n=5)

Temperatura da 26,80+ 0,12 26,84+027 2685+0,24 26,49 + 0,56
pele da cauda (°C)
Temperatura
intraperitoneal (°C)  38,01+0,11 3821+0,15 37,70+023  38,12+0,16

Temperatura
ambiente (°C) 25,72+£0,10 25,90+0,12 25,81 +£0,14 25,68 £ 0,06

As variaveis foram medidas durante 30 minutos pré-exercicio com 0s animais na
esteira. Os valores apresentados referem-se ao Ultimo minuto desse periodo,
imediatamente antes das inje¢des icv. Os dados expressam média + EPM.
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A figura 12 mostra os valores das variacdes das temperaturas da pele da
cauda e temperatura intraperitoneal durante o exercicio até a fadiga nos ratos
apos as injecdes de fisostigmina ou de salina.

O exercicio aumentou a temperatura da pele da cauda (Tcauda) NOS
quatro grupos de animais (figura 4A). A Tcauda @umentou significativamente a
partir do quinto minuto de exercicio no grupo SAL e a partir do terceiro minuto
de exercicio nos grupos FIS 5 e FIS 10 e assim permanecendo até o momento
da fadiga. Nos minutos iniciais do exercicio, 0 aumento de Tcauga fOi maior no
grupo FIS 5 quando comparado ao grupo SAL (A1,1 + 0,8° C FIS 5 vs. AQ,1 +
0,1° C SAL; aos 3 min). Ja o aumento de Tcauga NO grupo FIS 10 foi maior
guando comparado ao grupo FIS 5 e SAL (A3,8 +0,3° CFIS 10 vs. A2,2+0,8°C
FIS5vs. A1,5 +0,4° C SAL, P < 0,05; aos 5 min). O aumento de T¢auga NO grupo
FIS 40 nao foi diferente daquele dos grupos FIS 10, FIS 5 e SAL. No momento
da fadiga ndo houve diferencas entre nos valores de Tcauda €Ntre grupos
experimentais.

As barras na parte direita do painel mostram a area sob a curva da Tcauda
nos 10 minutos iniciais de exercicio nos grupos FIS 10, FIS 5 e SAL. A area
sob a curva da Tcauga foi maior nos grupos FIS 10 e FIS 5 quando comparadas
ao grupo SAL (30,3 + 2,2° C-min FIS 10; 25,4 + 4,6° C-min FIS 5 vs 17,6 + 2,4°
C-min SAL, P < 0,05). A &rea sob a curva da T¢auda o foi diferente entre os
grupos FIS 10 e FIS 5.

O exercicio aumentou a temperatura intraperitoneal (Tir;) NOS grupos
SAL e FIS 5 (figura 4B). A Tiy; aumentou a partir do quarto minuto de exercicio
no grupo SAL e a partir do décimo primeiro minuto de exercicio nos grupos FIS

5 e assim permanecendo até o momento da fadiga. No grupo FIS 10 a Ty ndo
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aumentou nos 25 minutos inicias de exercicio, sendo que a T, ho grupo FIS 10
foi menor quando comparado ao grupo SAL do décimo primeiro ao décimo
sétimo minuto de exercicio (A0,1 + 0,2° C FIS 10 vs. A0,5 + 0,1° C SAL, P < 0,05;
aos 13 min). A Ti;x ho grupo FIS 40 néao foi diferente daquele dos grupos FIS
10, FIS 5 e SAL. No momento da fadiga ndo houve diferencas entre nos
valores de Ty entre grupos experimentais.

As barras na parte direita do painel mostram a area sob a curva da Ty
nos 25 minutos iniciais de exercicio nos grupos FIS 10, FIS 5 e SAL. A area
sob a curva da Ti,; foi menor no grupo FIS 10 quando comparada ao grupo SAL
(2,9 + 3,3° C:min FIS 10 vs 9,6 + 1,4° C-min SAL). A area sob a curva da Tj,; ndo

foi diferente entre os grupos FIS 10 e FIS 5.
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Figura 12. Efeito da injecdo icv de fisostigmina sobre a variagdo da temperatura da pele da
cauda (A) e da temperatura intraperitoneal (B) de ratos durante o exercicio realizado até a
fadiga (18 m/min e 5 % de inclinacdo). As barras na parte direita dos painéis representam a
area sob a curva das variaveis durante os 25 minutos iniciais de exercicio. As barras
horizontais representam o tempo total de exercicio até a fadiga e o ultimo ponto de cada
grupo mostra o valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os valores expressam
média + EPM. + P < 0,05 em relagdo ao minuto zero. * P < 0,05 FIS 5 vs SAL. # P < 0,05
FIS10vs SAL.$P<0,05FIS10vs FIS5. 8P <0,05 FIS10 e FIS 5 vs SAL.
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A figura 13 mostra a taxa de acumulo de calor apés as injecdes de
fisostigmina ou de salina no ventriculo cerebral lateral direito. A injecdo de
fisostigmina na concentracdo de 10 x 10° M diminuiu a taxa de actmulo de
calor corporal durante o exercicio quando comparada a injecéo de salina (1,0 +

0,9 cal/min FIS 10 vs 3,3 + 0,8 cal/min SAL, P < 0,05).
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Figura 13. Efeito da inje¢éo icv de fisostigmina sobre a taxa de acumulo
de calor de ratos durante o exercicio realizado até a fadiga (18 m/min e
inclinagdo de 5%). Os valores expressam média £+ EPM. * P < 0,05 em
relacdo ao grupo salina.
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4.1.4 CorrelagOes entre as respostas cardiovasculares e a temperatura da

pele da cauda durante o exercicio

Conforme mostrado na figura 14A variacdo da pressdo arterial média
correlacionou-se negativamente com a variacao da freqiéncia cardiaca durante
o exercicio (r = -0,54, P < 0,001) nos ratos do grupo SAL, FIS5 e FIS 10. A
figura 14B mostra que a variagdo da frequéncia cardiaca correlacionou-se
negativamente com a variagcdo da temperatura da pele da cauda durante o

exercicio (r =-0,52, P < 0,001) nos ratos do grupo SAL, FIS 5 e FIS 10.
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da frequéncia cardiaca B) variacdo da frequéncia cardiaca e variagdo da
temperatura da pele da cauda de ratos durante o exercicio realizado até a
fadiga (18 m/min e inclinacdo de 5%) submetidos a injecéo
intracerebroventricular de salina, fisostigmina 5 x 10° M ou fisostigmina 10 x
10" M. Os pontos representam os valores das variaveis no quinto minuto de
exercicio.
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4.2 Tempo total de Exercicio em ratos submetidos & DSA ou cirurgia

Ficticia

A figura 15 mostra os valores médios do tempo total de exercicio em
ratos submetidos a DSA ou a cirurgia Ficticia como controle (CON). O tempo
total de exercicio até fadiga (TTE) nos ratos DSA foi diferente quando
comparado aos animais sham. Os animais do grupo DSA correram 38 = 6 min

enguanto os CON correram 57 + 8 min. (P = 0,09)
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Figura 15. Tempo total de exercicio de ratos submetidos a
cirurgia ficticia ou a desnervacé@o sino-adrtica crénica (DSA)
durante o exercicio a (18 m/min e 5% de inclinacao) até a
fadiga. Os valores expressam média + EPM.
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4.2.1 Parametros cardiovasculares em ratos submetidos a DSA ou a
cirurgia sham

A tabela 3 mostra o0s valores pré-exercicio das variaveis
cardiovasculares e da massa corporal dos grupos de animais submetidos a
DSA ou CON. Os ratos submetidos a DSA apresentaram maior frequéncia
cardiaca de repouso em comparacao aos ratos CON. No entanto, ndo houve

diferenca na PAM de repouso entre 0s grupos.

Tabela 3. Valores pré-exercicio das varidveis cardiovasculares e massa corporal de
ratos submetidos a cirurgia ficticia ou a desnervacao sino-adrtica crénica (DSA)

CON (n =10) DSA (n =10)
Massa corporal (g) 292+3 297 + 12
Presséo arterial média (mmHg) 111 +3 113+6
Frequéncia cardiaca (bpm) 368+9 403+ 14 *

As variaveis foram medidas durante 30 minutos pré-exercicio com 0s animais na esteira.
Os valores apresentados referem-se ao Ultimo minuto desse periodo. Os dados
expressam média + EPM. * P < 0,05 em relag&o ao grupo CON.
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A figura 16 mostra os valores das variagbes das pressdes arteriais
sistdlica, diastélica e média durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos & DSA ou CON.

O exercicio aumentou as pressoes arteriais sistolica, diastélica e média
dos dois grupos de animais a partir do primeiro minuto de exercicio que
permaneceram elevadas até o momento da fadiga. Os aumentos de PAS e
PAM foram maiores no grupo DSA quando comparado ao grupo CON (143 + 4
mmHg DSA vs. 127 + 3 mmHg CON, PAM; 157 + 4 mmHg DSA vs. 136 + 3 mmHg
CON, PAS; aos 5 min). A PAS foi maior no grupo DSA a partir do primeiro
minuto de exercicio até o momento da fadiga e a PAM do segundo ao décimo
terceiro minuto de exercicio. O aumento de PAD né&o foi diferente entre os

grupos.
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Figura 16. Perfil temporal da pressao arterial sistélica
(A), pressao arterial diastélica (B) e pressao arterial
média (C) de ratos submetidos a desnervagdo sino-
aortica crbnica ou a cirurgia ficticia durante o exercicio
até a fadiga (18 m/min e 5% de inclina¢do). As barras
horizontais representam o tempo total de exercicio até a
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fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o valor médio
correspondente ao momento da fadiga. Os valores
expressam média + EPM. + P < 0,05 em relagdo ao
minuto zero. * P < 0,05 em relacdo ao grupo CON.

As figuras 17A e 17B mostram respectivamente os valores absolutos e a
variacdo da frequéncia cardiaca durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos a DSA e CON.

O exercicio aumentou a frequiéncia cardiaca (FC) dos dois grupos de
animais a partir do primeiro minuto de exercicio que permaneceu elevada até o
momento da fadiga. Conforme mostrado na tabela 3 a FC pré-exercicio foi
maior no grupo DSA quando comparado ao grupo CON. A FC também foi
maior no grupo DSA no décimo e décimo primeiro minuto de exercicio (539 +
11 bpm DSA vs. 491 + 20 bpm CON, PAS, P < 0,05; aos 10 min). Em funcédo da
diferenca nos valores pré-exercicio entre grupos a variacdo da FC também foi
calculada (Figura 17B). Durante o exercicio a variagdo de FC néo foi diferente

entre os dois grupos.
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Figura 17. Perfil temporal da freqiiéncia cardiaca (A) e do
delta da frequéncia cardiaca (B) de ratos submetidos a
desnervacéo sino-adrtica crdnica ou a cirurgia ficticia durante
0 exercicio até a fadiga (18 m/min e 5% de inclinagdo). As
barras horizontais representam o tempo total de exercicio até
a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o valor médio
correspondente  ao momento da fadiga. Os valores
expressam média + EPM. + P < 0,05 em relagdo ao minuto
zero. * P < 0,05 em relagédo ao grupo CON.
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3.2.3 Parametros termorregulatorios em ratos submetidos a DSA ou
cirurgia sham
A tabela 4 mostra o0s valores pré-exercicio das variaveis

termorregulatérias dos animais submetidos a DSA ou CON.

Tabela 4. Valores pré-exercicio dos parametros termorregulatérios de ratos
submetidos a cirurgia ficticia ou a desnervacao sino-adrtia cronica (DSA)

CON (n=10) DSA (n = 10)
Temperatura intraperitoneal (° C) 37,64 +£0,14 37,51+ 0,19
Temperatura da pele da cauda (° C) 26,32+£0,24 26,98 £ 0,31
Temperatura ambiente (° C) 25,72 £ 0,08 25,55+0,11

As varidveis foram medidas durante 30 minutos pré-exercicio com 0s animais nha
esteira. Os valores apresentados referem-se ao Ultimo minuto desse periodo. Os dados
expressam média = EPM. N&o houve diferengas nos valores entre 0os grupos.
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A figura 18 mostra os valores da temperatura da pele da cauda e da
temperatura intraperitoneal durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos a DSA e CON.

O exercicio aumentou a Tcauda dos dois grupos de animais (Figura 18A).
Em ambos o0s grupos este aumento ocorreu a partir do quinto minuto de
exercicio assim permanecendo até o momento da fadiga. Entretanto durante
este intervalo de tempo o aumento da Tcauda fOi maior no grupo DSA quando
comparado ao grupo CON (32,22 + 0,47° C DSA vs. 30,97 + 0,43° C CON, P <
0,05; aos 10 min). O exercicio aumentou a Tiy; dos dois grupos de animais
(Figura 18B). No grupo DSA a Tiy aumentou a partir do oitavo minuto de
exercicio assim permanecendo até o momento da fadiga (38,68 + 0,23° C
momento da fadiga vs. 37,64 + 0,14° C minuto zero DSA, P < 0,05). No grupo CON
a Tinx aumentou a partir do sexto minuto de exercicio permanecendo elevada
até o momento da fadiga (38,43 + 0,22° C momento da fadiga vs. 37,51 + 0,19° C
minuto zero CON, P < 0,05). Nao houve diferencas nos valores da T entre 0s
grupos. Entretanto, o perfil temporal do aumento da Ti,; foi diferente os grupos e
a taxa de elevacdo da Ti,: nos primeiros vinte e cinco minutos de exercicio foi
maior no grupo DSA quando comparado ao grupo CON (0,045 + 0,006° C/min

DSA vs. 0,028 + 0,010° C/min CON, P < 0,05; Figura 19).
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Figura 18. Perfil temporal da temperatura da pele da cauda (A) e
da temperatura intraperitoneal (B) de ratos submetidos a
desnervacdo sino-adrtica (DSA) crénica ou a cirurgia ficticia
durante o exercicio fisico realizado até a fadiga (18 m/min e 5%
de inclinacdo). As barras horizontais representam o tempo total
de exercicio até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o valor
médio correspondente ao momento da fadiga. Os valores
expressam média £ EPM. + P < 0,05 em relacéo ao minuto zero.
* P < 0,05 em relagdo ao grupo CON.
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Figura 19. Taxa de elevacéo da temperatura intraperitoneal
em ratos submetidos & desnervagdo sino-adrtica cronica
(DSA) ou a cirurgia ficticia durante os 25 min iniciais do o
exercicio a 18 m/min e 5% de inclinacdo até a fadiga. Os
valores expressam média + EPM. * P < 0,05 DSA vs. CON.
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4.2.4 Teste da sensibilidade barorreflexa (segunda situacao experimental)

A tabela 5 mostra a variacdo da pressao arterial média e da frequéncia
cardiaca em resposta a injecdo intravenosa de fenilefrina e nitroprussiato de
sodio nos ratos submetidos & DSA ou CON na segunda situacéo experimental.
A injecao de fenilefrina aumentou a presséo arterial média de ambos o0s grupos
provocando bradicardia reflexa. Entretanto a diminuicdo da freqiéncia cardiaca
induzida pela fenilefrina foi menor no grupo DSA quando comparado ao grupo
CON. Por outro lado, a injecdo de nitroprussiato de sodio diminui a pressao
arterial em ambos os grupos provocando taquicardia reflexa. O aumento da
frequéncia cardiaca foi menor no grupo DSA quando comparado ao grupo
CON. Conforme a tabela 5, a DSA atenuou em 85% a sensibilidade do
barorreflexo ao aumento da pressao arterial induzido pela injecao de fenilefrina
e atenuou em 83% a sensibilidade do barorreflexo & hipotensdo induzida pela
injecdo de nitroprussiato de sédio. Todos os testes foram realizados ao término

dos experimentos cerca de trés semanas apés a cirurgia para a DSA.

Tabela 5. Teste da sensibilidade barorreflexa em ratos submetido a cirurgia ficticia
ou

a desnervacéo sino-aértica cronica (DSA).

CON (n=10) DSA (n = 10)
Fenilefrina Fenilefrina
A PAM (mmHg) 43 +3 45+ 5

A FC (bpm) 96+ 16 -16+4*
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A FC/IA PAM (bpm/mmHg) -2,13+0,25 - 0,32 + 0,08 (85%) *
Nitroprussiato Nitroprussiato

A PAM (mmHg) -27+3 -30+3

A FC (bpm) 55+ 7 10+£2*

A FC/A PAM (bpm/mmHg) -2,21+0,37 -0,37 + 0,08 (83%) *

Variacdo da pressao arterial média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC) ap6s a infusao i.v.
de fenilefrina (1 - 5ug/mL em 0,1 mL de salina) e nitroprussiato de sddio (2,5 - 5ug/mL
em 0,1 mL de salina). A sensibilidade barorreflexa foi calculada como a raz&o entre a
variagdo (A) da freqiiéncia cardiaca em resposta a variacdo da pressao arterial média.
Os valores expressam média + EPM; os dados entre parénteses indicam o percentual
de reducdo da sensibilidade baroreflexa em relacdo ao grupo CON. * P < 0,01 em
comparacéo ao grupo CON.

4.3 Efeitos da injecdo icv de fisostigmina sobre o0s parametros

cardiovasculares em ratos submetidos a DSA ou cirurgia ficticia

A figura 20 mostra os efeitos da injecéo icv de fisostigmina 10 x 102 M
sobre a pressdo arterial média durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos & DSA e cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a pressao arterial média (PAM) dos quatro grupos
de animais a partir do primeiro minuto de exercicio e este parametro
permaneceu elevado até o momento da fadiga. A injecdo icv de fisostigmina
induziu maior aumento da PAM quando comparada a injecdo de icv de salina
no grupo CON (147 +5 mmHg FIS vs. 128 + 5 mmHg SAL, P < 0,05; Figura 20A)
e no grupo DSA (165 + 12 mmHg FIS vs. 125 + 3 mmHg SAL, P < 0,05; Figura
20B). Além disso, 0 aumento da PAM induzida pela injecao icv de fisostigmina
foi maior no grupo DSA quando comparado ao grupo CON como mostrado pela
area sob a curva dos 20 minutos inicias de exercicio (1036 + 219 mmHg-min

DSA FIS vs. 535 + 66 mmHg-min CON FIS, P < 0,05; Figura 20C).
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Figura 20. Presséo arterial média de ratos submetidos a
cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a desnervagao sino-
aodrtica cronica [n = 6] (B) durante o exercicio realizado até
a fadiga (18 m/min e 5 % de inclinagdo). No painel (C)
estdo representadas as areas sob curva (ASC) durante os
vinte minutos inicias de exercicio nos dois grupos. As
barras horizontais representam o tempo total de exercicio
até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o mostra o
valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os
valores expressam média + EPM. + P < 0,05 em relagdo
ao minuto zero. * P < 0,05 em relag&o ao grupo salina. # P
< 0,05 em relagéo ao grupo CON- FIS.
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A figura 21 mostra os efeitos da injecéo icv de fisostigmina 10 x 10 M
sobre a pressao arterial sistdlica durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos a DAS ou a cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a pressdo arterial sistdlica (PAS) dos quatro
grupos de animais a partir do primeiro minuto de exercicio e esta permaneceu
elevada até o momento da fadiga. A injecdo icv de fisostigmina induziu maior
aumento da PAM quando comparada a injecao de icv de salina no grupo CON
(166 + 7 mmHg FIS vs. 143 + 5 mmHg SAL, P < 0,05; Figura 21A) e no grupo DSA
(180 + 13 mmHg FIS vs. 138 + 4 mmHg SAL, P < 0,05; Figura 21B). Além disso, o
aumento da PAM induzida pela injecdo icv de fisostigmina foi maior no grupo
DSA quando comparado ao grupo CON como mostrado pela area sob a curva
dos 20 minutos inicias de exercicio (1077 + 215 mmHg-min DSA FIS vs. 659 + 89

mmHg-min CON FIS, P < 0,05; Figura 21C).
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Figura 21. Pressao arterial sistélica de ratos submetidos a
cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a desnervagao sino-
aodrtica cronica [n = 6] (B) durante o exercicio realizado até
a fadiga (18 m/min e 5 % de inclinagdo). No painel (C)
estdo representadas as areas sob curva (ASC) durante os
vinte minutos inicias de exercicio nos dois grupos. As
barras horizontais representam o tempo total de exercicio
até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o mostra o
valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os
valores expressam média + EPM. + P < 0,05 em relagdo
ao minuto zero. * P < 0,05 em relagéo ao grupo salina. # P
< 0,05 em relagéo ao grupo CON- FIS.
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A figura 22 mostra os efeitos da inje¢&o icv de fisostigmina 10 x 103 M
sobre a presséo arterial diastélica durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos & DSA ou a cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a pressédo arterial diastdlica (PAD) dos quatro
grupos de animais a partir do primeiro minuto de exercicio e esta permaneceu
elevada até o momento da fadiga. A injecao icv de fisostigmina induziu maior
aumento da PAM quando comparada a injecdo de icv de salina no grupo CON
(129 + 5 mmHg FIS vs. 112 + 6 mmHg SAL, P < 0,05; Figura 22A) e no grupo DSA
(150 + 11 mmHg FIS vs. 112 + 4 mmHg SAL, P < 0,05; Figura 22B). Além disso, o
aumento da PAM induzida pela injecdo icv de fisostigmina foi maior no grupo
DSA quando comparado ao grupo CON como mostrado pela area sob a curva
dos 20 minutos inicias de exercicio (994 + 224 mmHg-min DSA FIS vs. 417 + 103

mmHg-min CON FIS, P < 0,05; Figura 22C).
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Figura 22. Presséo arterial diastdlica de ratos submetidos
a cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a desnervacgao sino-
aodrtica cronica [n = 6] (B) durante o exercicio realizado até
a fadiga (18 m/min e 5 % de inclinagdo). No painel (C)
estéo representadas as areas sob curva (ASC) durante os
vinte minutos inicias de exercicio nos dois grupos. As
barras horizontais representam o tempo total de exercicio
até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o mostra o
valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os
valores expressam média + EPM. + P < 0,05 em relagao
ao minuto zero. * P < 0,05 em relacéo ao grupo salina. # P
< 0,05 em relagéo ao grupo CON- FIS.
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A figura 23 mostra os efeitos da injecéo icv de fisostigmina 10 x 10 M
sobre a frequéncia cardiaca durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos & DSA ou a cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a frequiéncia cardiaca (FC) dos quatro grupos de
animais a partir do primeiro minuto de exercicio e esta permaneceu elevada até
0 momento da fadiga. A injecéo icv de fisostigmina atenuou o aumento da FC
quando comparada a injecéo de icv de salina no grupo CON (401 + 30 bpm FIS
vs. 490 + 13 bpm SAL, P < 0,05; Figura 23A). Entretanto no grupo DSA a injecéo
nao alterou a FC em comparacao a injecéo de salina (517 + 9 bpm FIS vs. 521 +
19 bpm SAL; Figura 23B). A area sob a curva do grupo CON FIS foi menor
quando comparada ao grupo CON SAL (953 + 368 bpm-min CON FIS vs. 2106 +
283 bpm-min CON SAL, P < 0,05; Figura 23C). No entanto, ndo houve
diferencas entre os grupos DSA FIS vs. DSA SAL e DSA FIS vs CON FIS nédo

houve diferencas (Figura 23C).
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Figura 23. Freqiéncia cardiaca de ratos submetidos a
cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a desnervagao sino-
adrtica cronica [n = 6] (B) durante o exercicio realizado até
a fadiga (18 m/min e 5 % de inclinagdo). No painel (C)
estdo representadas as areas sob curva (ASC) durante os
vinte minutos inicias de exercicio nos dois grupos. As
barras horizontais representam o tempo total de exercicio
até a fadiga e o ultimo ponto de cada grupo o mostra o
valor médio correspondente ao momento da fadiga. Os
valores expressam média + EPM. + P < 0,05 em relacédo
ao minuto zero. * P < 0,05 em relagdo ao grupo salina.
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A figura 24 mostra os efeitos da inje¢&o icv de fisostigmina 10 x 103 M
sobre a temperatura da pele da cauda durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos a DSA ou a cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a Tcauga dos dois grupos de animais e esta
permaneceu elevada até o momento da fadiga. A injecdo icv de fisostigmina
induziu maior elevacdo e antecipou o aumento da Tcauga quando comparada a
injecéo icv de salina no grupo CON (32,05 + 0,26° C FIS vs. 30,15 + 0,66° C SAL,
P < 0,05; Figura 24A). Entretanto no grupo DSA a injecdo de fisostigmina nao
alterou a Tcauga €M comparacdo a injecado de salina (30,89 + 1,16° C FIS vs.
30,60 + 1,07° C SAL; Figura 24B). A &rea sob a curva do grupo CON FIS foi
maior quando comparada ao grupo CON SAL (32 + 3° C:min CON FIS vs. 20 + 3°
C-min CON SAL, P < 0,05; Figura 24C). No entanto, ndo houve diferencas entre
0S grupos DSA FIS vs. DSA SAL e DSA FIS vs CON FIS néo houve diferencas

(Figura 24C).
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Figura 24. Temperatura da pele da cauda de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a
desnervacdo sino-adrtica cronica [n = 6] (B) durante o
exercicio realizado até a fadiga (18 m/min e 5 % de
inclinagdo). No painel (C) estdo representadas as areas
sob curva (ASC) durante os vinte minutos inicias de
exercicio nos dois grupos. As barras horizontais
representam o tempo total de exercicio até a fadiga e o
ultimo ponto de cada grupo o mostra o valor médio
correspondente ao momento da fadiga. Os valores
expressam média + EPM. + P < 0,05 em relacdo ao
minuto zero. * P < 0,05 em relacdo ao grupo salina.
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A figura 25 mostra os efeitos da injecéo icv de fisostigmina 10 x 10 M
sobre a temperatura intraperitoneal durante o exercicio até a fadiga em ratos
submetidos & DSA ou a cirurgia ficticia.

O exercicio aumentou a Tiy do grupo CON SAL a partir do sexto minuto
de exercicio que permaneceu elevada até o momento da fadiga. A injegéo icv
de fisostigmina bloqueou o0 aumento da T quando comparada a injecao de icv
de salina no grupo CON (38,39 + 0,28° C FIS vs. 38,75 + 0,15° C SAL, P < 0,05;
Figura 25A). No grupo DSA a injecdo nado alterou a Ti;; em comparacdo a
injecdo de salina (38,45 + 0,30° C FIS vs. 38,54 + 0,34° C SAL, Figura 25B). A
area sob a curva do grupo CON FIS foi menor quando comparada ao grupo
CON SAL (1,26 + 3,06° C-min CON FIS vs. 3,83 + 1,30° C-min SAL, P < 0,05;
Figura 25C). No entanto, ndo houve diferencas entre os grupos DSA FIS vs.

DSA SAL e DSA FIS vs CON FIS (Figura 25C).
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Figura 25. Temperatura intraperitoneal de ratos
submetidos a cirurgia ficticia (CON) [n = 5] (A) ou a
desnervacdo sino-adrtica cronica [n = 6] (B) durante o
exercicio realizado até a fadiga (18 m/min e 5 % de
inclinagédo). No painel (C) estdo representadas as areas
sob curva (ASC) durante os vinte minutos inicias de
exercicio nos dois grupos. As barras horizontais
representam o tempo total de exercicio até a fadiga e o
ultimo ponto de cada grupo o mostra o valor médio
correspondente ao momento da fadiga. Os valores
expressam média + EPM. + P < 0,05 em relacdo ao
minuto zero. * P < 0,05 em relacdo ao grupo salina.
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3.3.2 Teste da sensibilidade barorreflexa (terceira situagcéo experimental)

A tabela 6 mostra a variacdo da pressao arterial média e da frequéncia
cardiaca em resposta a injecdo intravenosa de fenilefrina e nitroprussiato de
sédio nos ratos submetidos a DSA ou a cirurgia ficticia na terceira situacao
experimental. Como na segunda situacdo experimental a DSA foi efetiva,
abolindo as alteracfes reflexas da frequéncia cardiaca tanto em resposta a

injecao intravenosa de fenilefrina quanto a injecao de nitroprussiato de sadio.
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Tabela 6. Teste da sensibilidade barorreflexa em ratos submetido a cirurgia ficticia
ou

a desnervacao sino-adrtica crénica (DSA).

CON (n=5) DSA (n = 6)
Fenilefrina Fenilefrina
A PAM (mmHg) 22+3 40+5*
A FC (bpm) -44 +5 -3+6*
A FC/A PAM (bpm/mmHg) -1,96 + 0,14 - 0,07 + 0,12 (96%) *
Nitroprussiato Nitroprussiato
A PAM (mmHg) 27 %2 -38+5
A FC (bpm) 48 5 4+2%
A FC/A PAM (bpm/mmHg) -1,84 40,21 -0,10 + 0,05 (95%) *

Variagdo da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) ap0ds a infuséo i.v.
de fenilefrina (1 - 5ug/mL em 0,1 mL de salina) e nitroprussiato de sédio (2,5 - 5ug/mL
em 0,1 mL de salina). A sensibilidade barorreflexa foi calculada como a razao entre a
variacado (A) da freqiiéncia cardiaca em resposta a variagdo da pressao arterial média.
Os valores expressam média + EPM; os dados entre parénteses indicam o percentual
de reducdo da sensibilidade baroreflexa em relacdo ao grupo CON. * P < 0,05 em
comparagéo ao grupo CON.
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5. DISCUSSAO
5.1 Efeitos dose-dependentes da estimulac&o colinérgica central sobre a

termorregulacdo durante o exercicio

O presente estudo mostrou que os efeitos da estimulagdo dos
receptores colinérgicos centrais sobre as variaveis cardiovasculares e
termorregulatérias durante o exercicio sdo dose-dependentes. A estimulacao
colinérgica provocou maior resposta da pressdo arterial ao exercicio (Figura
10), atenuacdo do aumento da frequiéncia cardiaca (Figura 11) e aumento da
dissipacéo de calor (Figura 12A) com consequente atenuagcdo do aumento da
temperatura corporal interna induzida pelo exercicio (Figura 12B). Esses efeitos
foram dependentes da concentracdo de fisostigmina injetada centralmente.
Como esperado o aumento da dissipacéo de calor foi precedido pelo aumento
exacerbado da pressédo arterial e atenuacdo do aumento da frequéncia
cardiaca, sugerindo uma possivel participacdo do barorreflexo arterial na
mediacdo dessas respostas. De acordo com essa hipotese foi encontrada uma
correlacdo negativa entre a variacdo da frequéncia cardiaca e a variacao da
temperatura da pele da cauda durante o exercicio (Figura 14B).

O tempo total de exercicio ap6s a injecdo icv de fisostimina na
concentrac&o 40 x 10 M (FIS 40) foi menor quando comparado as injecdes de
fisostimina nas concentracdes 5 x 10> M (FIS 5), 10 x 10° M (FIS 10) ou salina
(Figura 9). Estes dados mostram que a inje¢éo de fis 40 reduziu drasticamente
a capacidade dos animais em realizar o exercicio e ndo provocou aumentos
adicionais na pressao arterial e dissipacdo de calor. Provavelmente esta

concentracéo ultrapassou o limite fisioldégico afetando o comando central para o
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exercicio ou a percepcao de sua intensidade. Em funcéo disso as analises dos
efeitos da estimulacdo colinérgica central sobre as variaveis cardiovasculares e
termorregulatérias foram realizadas a partir dos dados dos grupos FIS 5 e FIS
10.

Estudos farmacologicos e imunohistoquimicos tém sugerido que o
aumento da presséo arterial induzido de injec&o icv de agonistas colinérgicos &
mediado pela ativacdo de receptores na regido do hipotdlamo. Li et al. (30)
mostraram que a injecdo icv de nesotigmina em ratos acordados aumentou a
pressao arterial, sendo que esta resposta correlacionou-se com o aumento na
imunorreatividade da c-fos nos nucleos posteriores, paraventriculares e supra-
opticos do hipotalamo. Palma et al. (49) também mostraram que a injecéo de
fisostigmina no hipotalamo posterior aumenta a pressdo arterial de ratos
movimentando-se livremente. Essa modulacdo cardiovascular resulta da
estimulacdo dos receptores muscarinicos, uma vez que a injecado prévia de
atropina inibe o aumento da pressao arterial em resposta a estimulacdo
colinérgica central (26, 35).

Existem evidéncias que os efeitos da estimulacdo colinérgica realizada
por meio de anticolinesterdsicos sdo também mediados por neurbnios
bulbares. Giuliano et al. (15) mostraram que a leséo eletrolitica da area C1
localizada no bulbo ventrolateral rostral inibiu o aumento da presséao arterial
induzido pela injecéo intravenosa de fisostigmina em ratos anestesiados. Além
disso, a injecao de fisostigmina ou carbacol no bulbo ventrolateral rostral e nos
nacleos dorsais da formacao reticular provocou aumento da pressao arterial de
ratos anestesiados (75). E importante destacar que os n(cleos reticulares

ventrolaterais rostrais sao definidos funcionalmente como o centro vasomotor e
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existem projecbes neuronais destes nucleos até a coluna de células
intermediolaterais da medula espinhal, que é a principal origem das fibras
simpéticas na medula espinhal (26).

Resultados de estudos anteriores de nosso laboratério (27, 50) e do
presente estudo fornecem evidéncias que a estimulacdo dos receptores
colinérgicos centrais aumentam a pressdo de perfusdo sanglinea
provavelmente por meio de uma maior atividade simpética -cardiaca
aumentando a for¢ca de contragdo do miocardio, como verificado pelo aumento
da presséo arterial sistolica (Figura 10A) e por possivel aumento da atividade
simpatica para os vasos sanguineos viscerais, como evidenciado pelo aumento
da pressao arterial diastolica (Figura 10B). Esses dados estdo de acordo com
estudos mostrando que a resposta pressora induzida pela injecéo icv de anti-
colinesterasicos é mediada pelo aumento da eferéncia simpética ao coracao e
vasos esplancnicos. Gotoh e Smythe (18) mostraram que a injecao icv de
neostigmina aumenta a atividade simpética cardiaca em ratos em repouso.
Willette et al. (75) verificaram um aumento na atividade simpatica esplancnica
apos a injecdo de fisostigmina ou carbacol no bulbo ventrolateral rostral. A
administracdo sistémica de fisostigmina provocou aumento da atividade
simpética esplancnica em ratos anestesiados, que foi abolido pela lesédo
eletrolitica da 4rea C1 no bulbo ventrolateral. A atividade simpato-adrenal ndo é
essencial para desencadear os efeitos da injecdo icv de fisostigmina. Isso
porque estudos anteriores tém mostrado que a adrenodemedulacdo nao altera
as respostas cardiovasculares (27) e termorregulatorias (57) induzidas pela

estimulacao colinérgica durante o exercicio em ratos.
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No presente estudo, a variagdo da frequéncia cardiaca durante o
exercicio foi menor apdés as injecdes centrais de fisostigmina quando
comparadas ao controle (Figura 11). Esta menor variagcdo reflete uma
atenuacdo do aumento da atividade simpatica cardiaca ou um aumento da
atividade parassimpética para o nodo sinusal durante o exercicio, e 0 aumento
da pressdo arterial sistdlica sugere aumento da atividade simpatica para o
miocardio. Existem dados na literatura mostrando que vias neuronais
especificas controlam seletivamente a atividade simpéatica que regula a
freqUéncia cardiaca e a forca de contracdo do miocéardio (47). Experimentos
com animais em repouso sugerem que a resposta da freqiéncia cardiaca a
injecdo icv de anti-colinesterasicos é mediada pelo barorreflexo em funcgéo do
aumento da pressao arterial induzida pela estimulagéo central. A injecao icv de
fisostigmina diminui a freqiéncia cardiaca de ratos em repouso, que é
precedida por aumento da pressao arterial (1, 50). A desnervagdo dos
barorreceptores aorticos e carotideos inibe a bradicardia induzida pela injecéo
icv de neostigmina (69). Nossos dados mostram algumas evidéncias que esta
mediacdo barorreflexa da resposta da frequéncia cardiaca também ocorre
durante o exercicio. A variacdo da pressao arterial média correlacionou-se
negativamente com a variacdo da frequéncia cardiaca (Figura 14A). Durante o
exercicio o ponto de ajuste do barorreflexo é reajustado a maiores valores de
pressdo arterial (10). Portanto, no inicio do exercicio ocorre diminuicdo da
atividade parassimpatica e aumento da atividade simpatica cardiaca
aumentando a frequéncia cardiaca, volume de ejecdo e consequentemente a
pressao arterial. Entretanto se um aumento acima da necessidade de perfuséo

7z

tecidual ocorre este € contraposto pelo barorreflexo (61). A partir desse
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raciocinio, nossos dados sugerem que 0 aumento exacerbado da pressao
arterial durante o exercicio induzido pelas inje¢cdes centrais de fisostigmina foi
detectado pelos barorreceptores diminuindo a atividade simpatica ou
aumentando a atividade parassimpéatica para o nodo sinusal como
compensacdo. De fato durante o exercicio sob a estimulacdo colinérgica a
medida que a pressédo arterial diminuiu a frequéncia cardiaca aumenta e no
momento da fadiga ndo foram encontradas diferencas nestas variaveis (Figuras
2 e 3).

No presente estudo, a temperatura da pele aumentou gradativamente e
alcancou a estabilidade ao redor do décimo minuto de exercicio, indicando uma
diminuicdo da atividade simpatica. Esta diminuicdo ocorre predominantemente
em funcdo do aumento da temperatura do sangue que perfunde os neurdnios
termossenssiveis da regido hipotalamica, o que estimula as vias efetoras
responsaveis pela dissipacdo de calor (48). O aumento do fluxo sanglineo
cutdneo na cauda dos ratos é o principal mecanismo de dissipacdo de calor
durante o exercicio (64), entretanto quando dilatada a cauda recebe um
significante percentual do débito cardiaco (45). Portanto os ajustes circulatorios
na cauda sdo importantes tanto para a homeostase cardiovascular quanto
termorregulatéria. O aumento da temperatura da pele da cauda ocorreu a partir
do segundo minuto de exercicio nos ratos submetidos a injecdo icv de
fisostigmina (Figura 12A), indicando uma antecipacdo da diminuicdo da
atividade simpatica para os vasos da cauda. Entretanto a temperatura interna
permaneceu inalterada durante os vinte minutos iniciais de exercicio (Figura
12B) e os ratos ndo acumularam calor até o inicio da vasodilatagéo, mostrando

que o aumento da temperatura da pele ndo foi decorrente de um estimulo
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térmico. Em nosso estudo prévio (50) foi sugerido que a maior temperatura da
pele da cauda durante o exercicio apos a injecao icv de fisostigmina refletiu a
capacidade do coracdo em aumentar o débito cardiaco embora a resisténcia
nos grandes leitos vasculares estivesse aumentada, incluindo os vasos da
cauda. Essa hipotese foi sugerida porque injecdo central de fisostigmina
aumentou simultaneamente a temperatura da pele da cauda e a pressdo
arterial diastolica durante o exercicio. Por outro lado, o aumento da
temperatura da pele da cauda foi precedido pelo aumento da presséo arterial e
atenuacdo do aumento da freqiéncia cardiaca sugerindo que o maior fluxo
sanguineo na cauda pode ser decorrente de uma vasodilatacdo mediada pela
estimulacdo dos barorreceptores. No presente estudo, foram encontradas
evidéncias que sustentam tal hipotese. A variacdo da temperatura da pele da
cauda correlacionou-se negativamente com a variacdo da frequéncia cardiaca
(r=-0,52; P <0,001).

Em funcdo do aumento da dissipacao de calor produzido, a temperatura
interna (Figura 12B) e a taxa de acumulo de calor (Figura 13) durante o
exercicio foram menores apds estimulacao colinérgica central. Este efeito ndo
€ atribuido a alteracdes na producdo de calor, pois Rodrigues et al. (56)
mostraram que a injecao icv de fisostgmina ndo modificou 0 consumo de
oxigénio em ratos correndo em esteira rolante a 20m/min. Como mostrado no
presente estudo o aumento temperatura da pele da cauda precedeu a
atenuacdo do aumento da temperatura interna (Figura 12B; grupo FIS 10). O
rato dissipa o calor metabdlico através do aumento do fluxo sangtineo na
cauda, espalhando saliva pelo corpo e através da respiracdo (17). O animal é

incapaz de espalhar saliva em funcdo da atividade motora, portanto o aumento
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do fluxo na cauda € o principal mecanismo de perda de calor durante a
atividade fisica (64). Embora possiveis alteragbes ventilatorias possam
contribuir para a maior dissipacdo de calor induzida pela estimulacdo
colinérgica central.

Embora os dados presentes fornecam evidéncias da participagcdo do
barorreflexo, ainda persiste a davida se os efeitos da estimulagédo colinérgica
central sobre a termorregulacdo durante o exercicio ocorrem em fung¢do de um
débito cardiaco aumentado, como sugerido em nosso estudo prévio, ou se
estes ocorrem em resposta a maior estimulacdo dos barorreceptores arteriais
devido ao aumento exacerbado da presséo arterial resultando em aumento da
temperatura da pele da cauda. Para avaliar a possivel influéncia do
barorreflexo, a desnervacao sino-adrtica crénica foi utilizada como metodologia

experimental.
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5.2 Desnervacgdo sino-aortica crénica como metodologia de estudo dos
efeitos da estimulagcdo colinérgica central sobre a termorregulacao

durante o exercicio

No presente estudo, a DSA foi utilizada como uma ferramenta
experimental com o objetivo de avaliar a participagdo da atividade dos
barorreceptores nos efeitos produzidos pela injecéo icv de fisostigmina sobre a
termorregulagdo. Este procedimento vem sendo utilizado no estudo da
regulacdo cardiovascular (9, 37, 62, 63, 70) e termorregulatéria (23, 38) em
ratos em repouso e submetidos ao exercicio fisico. A DSA consiste da seccdo
cirirgica dos nervos que conduzem os sinais aferentes provenientes da
estimulacdo dos barorreceptores arteriais (7). A partir desta técnica foi possivel
avaliar as respostas desencadeadas pela estimulacdo colinérgica central sem
que a estimulacdo dos barorreceptores as influenciasse, uma vez que as
aferéncias destes receptores foram interrompidas. Inicialmente os efeitos da
DSA sobre os ajustes cardiovasculares e termorregulatérios induzidos pelo
exercicio foram avaliados.

A DSA induziu maiores respostas da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca ao exercicio (Figura 16 e 17A). Entretanto a variacdo da freqiéncia
cardiaca em resposta ao exercicio ndo foi diferente dos ratos controles (Figura
17B), uma vez que os valores basais da freqiéncia cardiaca foram maiores nos
ratos desnervados. Estas respostas foram demonstradas previamente em
experimentos nos quais métodos semelhantes foram utilizados (70).

Esses dados confirmam o bem estabelecido conceito de que o

barorreflexo permanece funcional durante o exercicio limitando o aumento da
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pressao arterial acima da necessidade de perfusdo (60). A maior freqiéncia
cardiaca de repouso reflete um tdnus parassimpético diminuido para o coragéo
em funcdo da auséncia da atividade aferente dos barorreceptores que ocorre
provavelmente devido a uma diminuicdo da sensibilidade dos receptores
muscarinicos cardiacos (11). A auséncia de diferenca entre o0s ratos
desnervados e controles na variacdo da frequéncia cardiaca em resposta ao
exercicio (Figura 17B) mostra que o ajuste desta variavel € determinado
centralmente (25).

O principal achado da segunda série de experimentos foi que a DSA
aumentou a taxa de elevacéo da temperatura corporal e a temperatura da pele
da cauda durante o exercicio. Como a dissipacdo de calor foi maior nos ratos
desnervados provavelmente o aumento da taxa de elevacdo da temperatura
nos 25 min iniciais de exercicio deve-se a uma maior producédo de calor. E
possivel que a eficiéncia mecéanica esteja diminuida nesses animais e a medida
do consumo de oxigénio esclareceria esse dado. A maior temperatura da pele
da cauda nos ratos desnervados ocorreu provavelmente devido ao maior
estimulo térmico uma vez que a taxa de elevacdo da temperatura corporal foi
maior neste grupo e correlacionou-se positivamente com a temperatura da pele
(r=0,73; P =0,016).

Uma outra hipotese para explicar a maior temperatura da pele da cauda
nos animais desnervados é associar esse resultado as alteracdes da resposta
cardiovascular. O aumento da pressao arterial sistélica e frequéncia cardiaca
foram maiores nos ratos desnervados (Figura 16B) e isso sugere um maior
aumento do débito cardiaco nesses animais. Esse maior débito cardiaco

provavelmente nao foi direcionado para as visceras, uma vez que a pressao
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arterial diastélica néo foi diferente entre os grupos (Figura 16C). O maior débito
cardiaco, portanto deve ter sido direcionado para 0s musculos e vasos
cutadneos promovendo aumento do fluxo sangliineo nesses leitos vasulares e
consequentemente da temperatura da pele. De fato, no presente experimento
foi encontrada uma correlagdo positiva entre a pressado arterial sistdlica e a
temperatura da cauda dos ratos desnervados e controles durante o exercicio (r
= 0,58; P < 0,05). Essa hipotese corrobora os resultados de Kregel et al. (23)
que verificou a reducdo da tolerancia térmica a exposi¢cdo a uma temperatura
ambiente de 42° C ap6s a DSA. A tolerancia térmica foi definida por esses
autores como a taxa de elevacdo da temperatura interna. Simultaneamente a
diminuicdo da tolerancia térmica as respostas cardiovasculares estavam
exacerbadas, sendo observados maiores aumentos da presséo arterial média,
frequéncia cardiaca, resisténcia mesentérica e renal nos ratos desnervados. Os
autores concluiram que os barorreceptores influenciam a tolerancia térmica
durante a exposicdo ao calor provavelmente devido aos seus efeitos indiretos
sobre a presséo arterial e débito cardiaco.

Em funcéo dos efeitos da DSA sobre a termorregulacédo, a analise da
participacdo dos barorreceptores sobre as respostas a estimulacao colinérgica
central foi realizada em animais submetidos a cirurgia sham ou a DSA. Esse
delineamento experimental permitiu separar os efeitos do exercicio, da
desnervacdo e da estimulacédo colinérgica central, uma vez que os efeitos da
DSA sobre a atividade autondmica se somam aos efeitos da injecdo icv de

fisostigmina.
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5.3 Mediacao barorreflexa da dissipacdo de calor induzida pela

estimulacédo colinérgica central

No presente estudo a DSA bloqueou o aumento da dissipacéo de calor
(Figura 24) e, consequentemente eliminou a atenuacdo do aumento da
temperatura interna induzido pela estimulacdo colinérgica central durante o
exercicio (Figura 25). O bloqueio dos efeitos da estimulagéo colinérgica central
sobre a termorregulacdo ocorreu simultaneamente ao bloqueio da atenuacédo
do aumento da frequéncia cardiaca induzido pela injecdo icv de fisostigmina
(Figura 23), embora o aumento da pressao de perfusdo provocado pela injecao
central de fisostigmina tenha sido maior nos animais desnervados quando
comparados aos animais controles (Figura 20). Esses resultados confirmam
que os efeitos da estimulacdo colinérgica central sobre a termorregulacédo séo
mediados pelo barorreflexo arterial. A questdo principal levantada é uma
possivel modulacdo da atividade simpatica dos vasos da cauda durante o
exercicio mediada pela estimulacdo dos barorreceptores arteriais.

Nossa hipétese de uma modulacdo barorreflexa do fluxo sangtineo
cutdneo durante o exercicio é sustentada por resultados de estudos prévios
gque mostraram a participagcdo dos barorreceptores nos mecanismos de
dissipacéo de calor. Para investigar a participacdo do barorreflexo no controle
da temperatura corporal Zhang et al. (78) examinaram os efeitos de alteragbes
de presséo na regido do seio carotideo sobre a temperatura da pele da cauda
de ratos anestesiados. Para garantir que apenas a influéncia dos
barorreceptores carotideos estava sendo estudada, 0os nervos vago e

depressor aortico foram seccionados e 0s seios carotideos foram isolados.
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Subseguentemente a pressdo no seio carotideo foi aumentada gradativamente
e, em resposta a essas alteracdes, a pressédo arterial sistémica, a frequéncia
cardiaca e a temperatura interna diminuiram, enquanto a temperatura da pele
da cauda aumentou. Para verificar se estas respostas eram mediadas pela
atividade simpética eferente, os autores examinaram os efeitos da injecdo
intravenosa dos antagonistas adrenérgicos bretilio e hexametdnio. Apos a
administracdo dos antagonistas as respostas a estimulacdo dos
barorreceptores carotideos foram completamente abolidas.

O’Leary e Jonhson (44) estudaram a participagao do barorreflexo sobre
a circulacdo da cauda em ratos anestesiados em condi¢cdes de normotermia e
hipertermia por meio de uma técnica de fluxo sanglineo constante, onde a
artéria caudal de um animal foi interligada como um ramificacdo da aorta de um
animal doador produzindo um circuito com perfusdo constante. Em condi¢des
de normotermia, a infusdo intravenosa de fenilefrina provocou aumento médio
de 61 mmHg na pressao arterial média e induziu uma diminuicao reflexa na
pressdo de perfusdo da cauda. Quando diminuigcbes graduadas na pressao
arterial média foram produzidas, houve vasoconstricdo da cauda. Em uma
segunda situacdo experimental, em animais conscientes, o fluxo sanglineo na
cauda foi medido por meio de pletismografia de oclusdo venosa e diminuicdes
graduadas na pressao arterial foram produzidas através de hemorragia. Em
resposta as diminuicbes da pressdo arterial, ocorreram diminuicdes na
condutancia vascular da cauda. Para verificar se a atividade das fibras
simpaticas que inervam a veia lateral e a artéria ventral da cauda € influenciada
pela atividade aferente dos barorreceptores, Johnson e Gilbey (20) isolaram e

estimularam o nervo aértico de ratos. Dentre outras respostas foi mostrado que
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a estimulacdo do nervo adrtico foi acompanhada por diminuicdo da
probabilidade de descarga dos neurbnios pos-ganglionares tanto da veia lateral
quanto da artéria ventral, sugerindo que a atividade simpatica nesses locais
pode ser influenciada pela atividade dos barorreceptores.

Tendo como base os dados dos experimentos realizados em ratos
anestesiados e acordados, os resultados encontrados neste estudo fornecem
evidéncias diretas que a atividade simpética dos vasos sanguineos da cauda
durante o exercicio € também influenciada pela atividade barorreflexa.
Entretanto para melhor esclarecer os mecanismos pelos quais esta modulacao
ocorre durante o exercicio € necessario a realizacdo de mais experimentos
com medida direta da atividade simpatica para os vasos da cauda ou
estimativa a partir técnicas que interrompam seletivamente esta atividade.

A hip6tese que o aumento da temperatura da pele da cauda durante o
exercicio apds a estimulacdo colinérgica central ocorre em funcdo de um débito
cardiaco aumentado € contraposto pelos dados do presente estudo. A injecdo
icv de fisostigmina em ratos submetidos & DSA provocou um aumento 157%
maior na pressao arterial sistélica quando comparado aos animais controles
(A59 + 12 mmHg DSA-FIS vs. A23 + 4 mmHg DSA-SAL, no décimo minuto de
exercicio; P < 0,02). Este maior aumento da presséo arterial sistélica nos ratos
desnervados sugere maior débito cardiaco nesses animais. Por outro lado,
mesmo com as diferencas citadas na pressao arterial sistélica, a temperatura
da pele da cauda nao foi diferente nos ratos desnervados submetidos a injecéo

icv de fisostigmina quando comparados a injecao de salina.
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A partir dos resultados do presente de estudo e de estudos prévios, nos
propomos o seguinte mecanismo para explicar as respostas termorregulatorias

e cardiovasculares induzidas pela estimulagdo colinérgica central.
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Figura 18. Mecanismo hipotético dos efeitos da estimulacdo colinérgica central sobre o sistema
cardiovascular e termorregulatério durante o exercicio fisico. 1) O exercicio é iniciado a partir
da ativacéo paralela dos centros cerebrais controlando o0 movimento e o sistema cardiovascular
(comando central). 2) O ponto de ajuste do barorreflexo € reajustado a partir do comando
central para 0 exercicio por meio de mecanismos gabaérgicos e pela modulagédo
vasopressinérgica (VP) e ocitocinérgica mediadas pelo ndcleo paraventricular hipotalamico
(NPV). 3) A injecdo icv de fisostigmina ativa o0s receptores muscarinicos hipotamicos
aumentando a inibicdo bulbar sobre a atividade simpdética cardiaca (inotrépica) e vasos de
resisténcia. 4) A maior ativagdo simpatica para o miocardio resulta em aumento da pressao
arterial sistélica (PAS), 5) enquanto a maior atividade simpatica para os vasos viscerais em
aumento da presséao arterial diastdlica (PAD). 6) Juntos estes aumentos resultam em aumento
da pressédo de pressdo arterial média (PAM) acima da necessidade de perfusdo tecidual, 7)
aumentando a ativacéo dos barorreceptores arteriais. 8) Esta estimulacdo aumenta a atividade
dos neurénios glutamatérgicos (Glu) do nlcleo do trato solitario (NTS), 9) que por sua vez
aumenta a atividade GABAérgica (GABA) no bulbo ventrolateral caudal (BVLC), 10)
aumentando a atividade glutamatérgica no Bulbo ventrolateral rostral (BVLR). 11) Como
resultado a atividade simpatica cardiaca (cronotropica) e a 12) atividade simpatica para os
vasos da cauda sdo atenuadas como mostrado pela menor freqiiéncia cardiaca e maior
temperatura da pele da cauda apos a estimulagdo colinérgica central. 13) A maior temperatura
da pele resulta em maior dissipacao de calor durante o exercicio consequentemente o aumento
da temperatura corporal induzido pelo exercicio é atenuado. @ estimulagdo; T aumento;
diminuicao; 1! resposta exacerbada apés a injecéo icv de fisostigmina; | atenuacéo da resposta
apos a injecao icv de fisostigmina.
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O reajuste do ponto de operacao do barorreflexo em funcéo da ativacao
do comando central foi mostrado em estudos (36, 71) nos quais o reajuste
ocorreu apds a estimulagdo da regido mesencefélica locomotora (uma area
potencialmente envolvida no comando central). Potts et al. (51) mostraram que
contracdes musculares induzidas eletricamente para estimular aferéncias
somaticas atenuou a bradicardia reflexa por meio de mecanismos
GABAEérgicos no nucleo do trato solitario. O reajuste do barorreflexo também
envolve a modulagéo da atividade vasopressinérgica e ocitocinérgica mediadas
pelo ndcleo paraventricular hipotalamico. Como descrito anteriormente, a
injecdo icv de fisostigmina no ventriculo lateral estimula os receptores
muscarinicos hipotalamicos, modulando a neurotransmissdo no bulbo
ventrolateral rostral que resulta em aumento da atividade simpatica para o
miocardio e vasos sanglineos esplancnicos.

No nosso modelo hipotético, a estimulacdo dos barorreceptores em
funcdo do aumento da pressdo arterial média modula a atividade dos
neurotransmissores inibitérios no ndcleo do trato solitario, bulbo ventrolateral
caudal e rostral. Os dados do presente estudo nao fornecem qualquer
evidéncia se esses mecanismos estdo de fato ocorrendo. E importante
enfatizar que o modelo hipotético apresenta resumidamente 0os mecanismos
centrais envolvidos na modulagdo barorreflexa da atividade simpatica. Além
disso, 0 mecanismo aqui proposto foi baseado na literatura referente a estudos
com animais anestesiados ou em repouso. Esses estudos mostram que nucleo
do trato solitario € o local de integracdo da atividade aferente dos
barorreceptores e que deste existem projecdes para o0 bulbo ventrolateral

caudal e deste ultimo existem projecdes para o bulbo ventrolateral rostral (19).
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A estimulag&o dos barorreceptores de acordo com 0 nosso modelo resulta em
aumento da atividade inibitéria do bulbo ventrolateral rostral sobre a atividade
simpética para o nodo sinusal e para os vasos da cauda apds a estimulacéo
colinérgica central. A evidéncia que o presente estudo fornece para sustentar
estas afirmacdes € que a auséncia da atividade aferente dos barorreceptores
induzida pela DSA inibiu a atenuacdo da freqiéncia cardiaca durante o
exercicio em resposta a estimulagéo colinérgica central mesmo com aumento
médio da pressao arterial de 40 mmHg acima dos valores de controle (Figura
20).

Entretanto no modelo proposto existe uma via especifica controlando a
atividade auton6mica para os vasos da cauda permitindo que simultaneamente
ao aumento da resisténcia em outros leitos vasculares como o esplancnico e o
renal a cauda esteja vasodilatada. De acordo com essa hipoétese, recentemente
Cham e Badoer (6) mostraram que em ratos anestesiados o fluxo sanglineo e
condutancia renal diminuem em funcdo do aumento da temperatura interna
com aumento simultaneo do aumento da temperatura da pele da cauda. Essas
alteracdes ocorreram sem qualquer modificagéo dos valores da pressao arterial
média e frequiéncia cardiaca e foram eliminadas pela injecdo de muscimol no
ndcleo paraventricular hipotalamico (NPV). Os autores propuseram que o NVP
esta integrado a area pré-optica e que do NVP existem projecdes para a coluna
intermédio lateral da medula espinhal e/ou para areas pressoras no bulbo
ventrolateral rostral.

Nossos dados apontam para um possivel controle seletivo da atividade
simpéatica dos vasos da cauda durante o exercicio mediado pelos

barorreceptores arteriais, entretanto estudos adicionais com metodologia que
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forneca indices simultdneos da atividade simpatica para os vasos da cauda,
visceras e coragdo Sao necessarios.

6. Conclusdes

A) Durante o exercicio fisico o barorreflexo arterial participa dos ajustes
termorregulatorios induzidos pela estimulacao colinérgica central.
B) Durante o exercicio fisico a termorregulacdo é mediada pelos

barorreceptores arteriais.
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